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略語と記号 
 
略語 
CA Calcein  
Cl
-
 Chloride Ion 
CLSM Confocal Laser Scanning Microscope 
DDS Drug Delivery System 
D2O Deuterium Oxide 
EtOH Ethanol 
FD-4 Fluorescein Isothiocyanate-dextran 4 kDa 
FL Fluorescein 
HPLC High-performance Liquid Chromatography 
ISDN Isosorbide Dinitrate 
ISMN Isosorbide Mononitrate 
LC Lidocaine 
Na
+
 Sodium Ion 
PBS pH 7.4 Phosphate Buffered Saline 
HFP Hair Follicle Plugging 
HFP agent Mixture of Silicone Grease, Cyanoacrylate Adhesive and Nile Red 
TLC Thin-Layer Chromatography 
TTS Transdermal Therapeutic System 
YMP Yucatan Micropig 
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記号 
A 有効透過面積 
Cv 基剤中薬物濃度 
d 格子面の間隔 
D 拡散係数 
D/L
2
 拡散パラメータ 
flux 定常状態時の薬物皮膚透過速度 
H 有効透過面積に対する HFP 処理を施した部分の面積の割合 
K 分配係数 
Ko/w n-オクタノール／水分配係数 
K･L 分配パラメータ 
L 皮膚の厚み 
P 透過係数 
Pdes 角層の落屑速度 
q 波数ベクトル 
Q 化学物質の累積皮膚透過量 
Qhfp 毛嚢プラッギングを施した場合の面積減少を補正した化学物質の累積
皮膚透過量 
R 皮膚電気抵抗 
S 面間隔の逆数 
θ 散乱角 
λ 波長 
ρ 電気抵抗率 
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緒言 
 
日本薬局方（日局）は、医薬品の性状や品質を保証するための、薬事法第 41
条に基づく医薬品の規格基準書である。その歴史は古く、初めて日局が公布さ
れたのは明治 19 年（西暦 1886 年）6 月 25 日にさかのぼる 1)。以降、医学や薬
学の進歩に伴って、順次に改正が施されてきた。現在では第十六改正日局が施
行（平成 23 年 3 月 24 日公布）され、製剤総則が全面的に改正されている。こ
の改正の背景には、近年の様々な製剤開発と日局の枠組みを超えた製剤の臨床
導入があり、製剤総則の再編が求められてきたことが挙げられる。このような
背景から、新たな剤形分類が制定されるに至っている。特に外皮用薬は、第十
五改正日局と比較すると 9 つもの剤形が新規に収載されており、製剤総則の中
でも最も改正点が多かった項目である。これは、外皮用薬の種類と用途および
薬効の関係が明確化してきたことなどが背景にある。 
外皮用薬には、皮膚などに適用する製剤の大分類のもとに、外用固形剤、外
用液剤、スプレー剤、軟膏剤、クリーム剤、ゲル剤、貼付剤といった中分類が
存在し、さらに小分類として外用散剤、リニメント剤、ローション剤、外用エ
アゾール剤、ポンプスプレー剤、テープ剤、パップ剤が存在している。 
外皮用薬は皮膚における炎症、発疹、痒み、創傷、細菌、真菌などの侵入に
対する疾患に対して、製剤を皮膚に適用して有効成分を皮膚もしくは皮膚直下
の組織に送達し、局所的な治療を施すためのものである。最近では、全身作用
を期待した経皮治療も存在する。外皮用薬の歴史は古く、植物や動物などを原
料にしたものが紀元前より使用されていたといわれる 2)。現在の薬事法のもとで
医薬品と認められる外皮用薬は、有効成分と基剤成分より成り立っている。有
効成分とは、疾患治療のため生体内で生理活性を示す物質のことで、治療の目
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的に応じて使い分けられる。一方、基剤成分は剤形を決める物質であり、様々
な種類が存在する。例えば、炭化水素類、ロウ類、脂肪酸エステル類、高級脂
肪酸、高級アルコールなどの油性成分や、水をはじめ、低級アルコール、多価
アルコールなどの水性成分がある。さらには、界面活性剤、高分子量化合物、
防腐剤、酸化防止剤、金属イオン封鎖剤、pH 調節剤、香料なども添加剤として
配合される。これらの中には、製剤からの有効成分の放出や生体が有効成分を
吸収する速度を調節する作用を有するものもあり、薬物送達システム（Drug 
Delivery System、DDS）研究の一端として、より効果的な医薬品の開発のために
様々な研究が行われている。 
経皮吸収型製剤（Transdermal Therapeutic System、TTS）研究は、このような
DDS 研究の一つとして位置付けられる。皮膚を介した薬物の投与は、肝初回通
過効果がないほかにも、薬物の投与速度や血中濃度の制御さらには薬物供給の
速やかな中断ができるなど、経口投与に比べて有益な点が多い。しかしながら、
皮膚は本来、外来からの異物の侵入を防御するだけでなく、体内からの水分の
蒸散を防止するための器官として強固なバリア機能を有しており、薬物に対し
ても例外ではない。皮膚は主に表皮と真皮から構成され、皮下組織に続く。ま
た表皮の最外層は角層で覆われている。皮膚のバリア機能の主体はこの角層で
あり、薬物だけでなく様々な化学物質の皮膚透過性を著しく制限する。気管支
喘息に対するツロブテロール 3)、高血圧症に対するクロニジン 4)、狭心症に対す
るニトログリセリン 5)や硝酸イソソルビド 6)、アルツハイマー型認知症に対する
リバスチグミン 7)のような、全身作用を期待した薬物を含有する TTS も開発さ
れているが、これらの薬物は脂溶性かつ低分子量であり、低用量であることか
ら、角層を透過しやすく、薬効を発現しやすい特徴を持っている。しかし、TTS
開発において、薬効を発現させたい薬物が、必ずしも角層を透過しやすい性質
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を有しているわけではない。このような薬物の経皮吸収の改善には、経皮吸収
促進剤が使用される。 
経皮吸収促進剤には、アルコール類 8,9)、脂肪酸類 10,11)、脂肪酸エステル類 12,13)、
テルペン類 14,15)、ピロリドン類 16,17)、界面活性剤類 18,19)、Azone 類 20,21)など、様々
な種類があるが、古くからの使用実績を考慮すると、最もよく用いられる成分
としてエタノール（EtOH）がある。エストラジオールやフェンタニルパッチは
EtOH の経皮吸収促進効果を利用して開発された TTS の代表例である 22-24)。角層
に及ぼす EtOH の影響については、脱脂、細胞間脂質の流動性亢進、細胞間脂質
中への薬物の取り込み量の増大、皮膚水和状態の変化、想定される細孔経路へ
の影響、ケラチンタンパク質の変性及び溶媒牽引などあり 25,26)、その結果とし
て薬物の経皮吸収が促進されると考えられている。また、EtOH と水や l-メント
ールとの混合系の経皮吸収促進効果も報告されている 27-29)。このように、薬物
の経皮透過では角層のバリア能の克服が重要な課題として研究されてきた。こ
れら EtOH に関する研究のほとんどは、薬物と EtOH を同時適用した場合にみら
れる現象について報告している。すなわち、溶媒として共存する EtOH そのもの
の効果と EtOH により影響を受けた皮膚の変化に基づく効果の切り分けが難し
い現象を評価している。EtOH の経皮吸収促進効果を薬物の皮膚透過性で評価す
る場合、薬物と EtOH を同時適用すると、ドナー溶液中の薬物の熱力学的活量の
変化 30)や、EtOH と薬物の共輸送が生じる 31)ことが知られている。そのため、
EtOH により影響を受けた皮膚の変化に基づく効果とその明確なメカニズムに
ついては明らかにされていなかった。 
そこで本論文では、EtOH で前処理した皮膚を用いて、化学物質の皮膚透過実
験及び皮膚の放射光 X 線回折実験を行い、EtOH を適用した皮膚における化学物
質透過性変化と皮膚バリア構造変化の関係についての詳細なメカニズムの解明
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を目指した。本論文第 1 編では、種々化合物の皮膚透過性を前処理 EtOH 濃度ご
とに比較し、EtOH 処理と化合物の皮膚透過性との関連について試験した。第 2
編では、化学物質の毛嚢透過性を間接的に評価する方法を応用し、皮膚表面に
存在する角層と毛嚢のそれぞれの組織ごとの化学物質の透過性に及ぼす EtOH
処理の影響を評価した。第 3 編では、皮膚電気抵抗値から皮膚を介する低分子
イオンの流れの情報を得ることにより、EtOH 処理した皮膚の水性経路の状態に
ついて推察した。最後に第 4 編では、放射光 X 線回折実験を行い、角層中の秩
序構造に及ぼす EtOH 処理の影響について、その濃度ごとに分子レベルで評価し
た。このように本論文では、様々な方法を用いて、皮膚への EtOH 適用の影響を
多角的に且つ詳細に研究した。 
EtOH は経皮吸収促進効果以外にも、難溶性物質の溶解性向上剤、手指などの
皮膚の消毒剤、製剤中の防腐剤、皮膚の収れん剤、皮膚上で製剤を早く乾燥さ
せるための溶媒としての用途もあり、医薬品だけでなく医薬部外品や化粧品に
おいても多岐にわたる目的で使用されている。それら商品の EtOH 含有率は数パ
ーセントから数十パーセントであり、日常生活において様々な濃度の EtOH が皮
膚に接触する機会がある。皮膚に対する EtOH の作用を明らかにすることは、高
い薬効を持つ EtOH 含有製剤の開発や、その EtOH 含有製剤の安全な使用にも応
用できる。このように、本研究の目的を達成することによって、EtOH 含有製剤
の利用価値を更に高めるための技術発展に繋げることができると考えている。 
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第 1 編 
種々濃度のエタノールで処理した皮膚の 
化学物質透過性の比較 32) 
 
 EtOH を含有する外皮用剤には、ローション剤、ゲル剤、リニメント剤などが
知られている。これら外皮用剤中の薬物は、角層実質もしくは皮膚付属器官を
経て皮膚透過し、薬効を発現する。一般に、皮膚付属器官経路を経た薬物の皮
膚透過は、角層実質経路よりも単位面積当たりで比較した場合に高くなる。そ
れは、汗腺や毛嚢といった皮膚付属器官が表皮から真皮までを貫いているため
であると考えられている。しかし、皮膚付属器官の皮膚上での表面積は皮膚全
体の 0.1％程度であり 33)、経皮吸収に対するその寄与は無視できることから、角
層が主な経皮吸収経路になるとされてきた。 
角層は部位によって異なるものの、約 20層の角層細胞層から成り立っており、
それぞれの角層細胞の間を細胞間脂質が埋めている 34)。この角層は全体として、
脂溶性で密な性質を持ち、化学物質の皮膚透過性を著しく制限する強固なバリ
ア能を持つ。薬物の経皮透過においては角層のバリア能の克服が重要な課題と
して研究されており、問題解決手段のひとつとして、経皮吸収促進剤である
EtOH が多用されてきた。 
 皮膚に及ぼす EtOH の効果として、脂質の抽出、脂質流動性の増大、脂質中へ
の薬物溶解性の増大、皮膚水和状態の変化、細孔経路への影響、ケラチンタン
パク質の変性、溶媒牽引効果などが報告されている 25,26)。これらの効果は EtOH
単味や薬物同時適用時に見られるものであるが、これらの各作用がどのように
化学物質の皮膚透過促進に関わっているかは、EtOH の適用条件、すなわちその
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濃度や適用方法により異なっていると推察される。実際、外用医薬品や化粧品
市場には、数パーセントから数十パーセントの EtOH を含有した商品が多々存在
している。しかしながら、化学物質の皮膚透過性に及ぼす様々な濃度の EtOH 処
理の影響について、適用するドナー溶液が同じ条件で一律に評価した報告はな
い。薬効や安全性を考慮した EtOH 含有商品の開発には、そのような基礎情報が
有用となる。 
そこで本編では、皮膚に種々濃度の EtOH 水溶液を前処理適用し、化学物質の
皮膚透過性への影響を調査することとした。前処理適用を選択することで、基
剤中での EtOH の可溶化効果や溶媒牽引効果などを除外することが可能となる。
モデル皮膚にはブタ皮膚を選択した。これは、ブタ皮膚での透過性評価の研究
が多く 35-38)、化学物質のブタ皮膚透過性やブタ皮膚の組織学的特徴については
ヒト皮膚に類似していることが報告されているためである 39-42)。モデル化合物
は、LogKo/w と分子量を考慮して、重水（D2O）、イソソルビド一硝酸エステル
（ISMN）、イソソルビド二硝酸エステル（ISDN）、カルセインナトリウム（CA）
及びフルオレセインイソチオシアネート－デキストラン（FD-4）を選択した。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 EtOH、D2O は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）から購入したものを用い
た。ISMN、CA は東京化成工業株式会社（東京、日本）から購入したものを用
いた。ISDN は中国化薬株式会社（広島、日本）より提供されたものを用いた。
FD-4 は Sigma-Aldrich Co., Ltd.（St. Louis、MO、U.S.A.）より購入したものを用
いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級もしくは HPLC 用のものを精製せず
に用いた。Table 1 にモデル化合物の物理化学的パラメータを示す。 
 
Table 1  Physicochemical properties of model compounds  
 
a) Logarithm of octanol/pH 7.4 PBS partition coefficient at 37˚C 
 
2. 実験動物 
 ユカタンマイクロミニブタ（YMP）の背部皮膚は日本チャールス・リバー株
式会社（東京、日本）から冷凍状態のものを購入した。購入した YMP 皮膚は実
験開始まで-80˚C で保管された。すべての実験は城西大学動物実験規定に従って
行った。 
  
Model compounds M.W. Log Ko/w
a)
Deuterium oxide (D2O) 20 ―
Isosorbide-5-mononitrate (ISMN) 191 -0.15143)
Isosorbide dinitrate (ISDN) 236 1.2244)
Calcein sodium (CA) 668 -3.545)
FITC-Dextran 4 kDa (FD-4) 3300‒4400 -0.77346)
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3. 皮膚の摘出法 
 冷凍状態の YMP 背部皮膚を室温で解凍した。その後、表皮及び真皮上層部を
ダーマトーム（Acculan® 3Ti Dermatome：B.Braun、Tuttlingen、Germany）にて真
皮下層及び皮下組織及び皮下脂肪と分離した。なお、表皮及び真皮上層部の厚
みは 1.2 mm になるように設定した。 
 
4. In vitro 皮膚透過実験法 
摘出後のYMP皮膚（full-thickness skinまたは stripped skin）を有効透過面積 3.14 
cm
2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に pH 7.4 リン
酸緩衝液（PBS）18.0 mLを適用した。YMP stripped skin はセロテープ®（ニチバ
ン株式会社、東京、日本）で角層側を剥離する操作を 50 回繰り返し、角層を完
全に取り除いた皮膚とした。その後、0%、20%、40%、60%、80%、100%（v/v）
に調製した EtOH 水溶液をドナー側（表皮側）に 1.5 mL 適用し、12 時間の前処
理を行った。前処理後に皮膚表面を精製水で 3 回洗浄し、レシ－バー溶液を 2
倍希釈した PBS（D2O の透過実験時）もしくは PBS（ISMN、ISDN、CA、FD-4
の透過実験時）と入れ換えた。次に、55.2 mM の D2O、700 mM ISMN、4.0 mM ISDN、
1.0 mM CA、1.0 mM FD-4 をドナー側に適用した。なお、種々化学物質のドナー
溶液は PBS に溶解して調製した。縦型拡散セル内は 32°C に保ち、スターラーで
撹拌した。透過実験は 8 時間（ISDN）、12 時間（D2O、ISMN）、30 時間（CA、
FD-4）実施した。経時的に真皮側セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリ
ングした後、一定量を保つために新しい 2 倍希釈した PBS もしくは PBS を同量
戻した。 
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Fig. 1  Experimental set-up for in vitro skin permeation study using vertical-typed 
diffusion cell 
 
5. 種々化学物質の定量法 
 D2O の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した後、得られ
た上清を CaF2セル（光路長：0.025 mm、窓板：30 mm×4 t）（ジーエルサイエン
ス株式会社、東京、日本）に入れ、フーリエ変換赤外分光光度計（IRAffinity-1；
株式会社島津製作所、京都、日本）を用いて O-D 伸縮振動強度（2512 cm-1）を
測定して求めた。 
 CA 及び FD-4 の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した
後に得られた上清を、蛍光分光光度計（RF 5300PC；株式会社島津製作所）を用
いて測定して求めた。測定条件は、励起波長が 488 nm（CA）及び 490 nm（FD-4）、
蛍光波長が 515 nm（CA）及び 520 nm（FD-4）であった。 
ISMN 及び ISDN の濃度は HPLC（Prominence；株式会社島津製作所）を用い
て測定して求めた。ISMN の皮膚透過実験のレシーバーサンプル 200 μL にメタ
ノールを同容量加え、同様の ISDN のサンプル 200 μL に内部標準物質を溶かし
た溶媒（1 µg/mL 4-ヒドロキシ安息香酸ブチル／メタノール）を同容量加え、そ
れぞれを撹拌・遠心分離（18,000×g、5 min、4°C）した。得られた上清の 20 µL
Skin membrane 
Water jacket (32C) 
Donor 
compartment
Receiver 
compartment
Synchronous motor
Magnetic stirrer bar
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を HPLC に注入して分析を行った。HPLC システムはポンプ（LC-20AS；株式会
社島津製作所）、カラム（Unison UK-C18 3 µm, 4.6×75 mm；インタクト株式会社、
京都、日本）、オートインジェクター（SIL-20A；株式会社島津製作所）、UV 検
出器（SPD-M20A；株式会社島津製作所）、解析システム（LC solution；株式会
社島津製作所）を用いた。ISMN の定量時の移動相には超純水／HPLC 用アセト
ニトリル（9 : 1）を、ISDN の定量時の移動相には超純水／HPLC 用アセトニト
リル（3 : 2）を用い、流速は 1.0 mL/min、UV 波長は 220 nm とした。なお、カ
ラムオーブンは 40˚C に設定した。  
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第 2 節 理論 
 
1. 皮膚透過パラメータの算出 
皮膚透過実験から得られた、モデル化合物の累積皮膚透過量－時間プロファ
イルから、皮膚透過係数 P（permeability coefficient、cm/s）を算出した。 
角層は部位によって異なるものの、約 20 層の角層細胞層からなり、厚みは約
20 µm である。角層は最外層より 1 日 1 層ずつ順次に落屑していくため、落屑層
の厚みを 1 µm と仮定すると、落屑速度（Pdes）は約 1×10
-9
 cm/s となる。したが
って、薬物が皮膚を透過するためには、Pdes以上の P が必要となる。このように、
P は薬物の皮膚浸透力の指標となる。 
薬物は Fick の第 1 法則に従い、皮膚（角層）中に生じる薬物の濃度勾配によ
って拡散・透過する。実際の皮膚は多層膜であるが、下層の生きた表皮・真皮
はバリア能が低いことから、多くの化学物質の皮膚透過実験において、皮膚を 1
層膜と仮定して解析することができる。In vitro 皮膚透過実験では、拡散におけ
る皮膚中の薬物濃度が時間に対して変化するので、皮膚中の薬物の拡散は Fick
の第 2 法則で解析される。ここで、ドナー濃度が一定に保たれ、レシーバー側
で常にシンク条件が成立していると仮定し、Fick の第 2 法則の式を解くと、単
位面積当たりの皮膚透過量 Q（mol/cm2）は式（1）のように導き出すことができ
る 47)。 
 
（1）
 
 
式中の D、K、Cv、及び L は、それぞれ、透過物質の皮膚バリア中拡散係数
（diffusion coefficient、cm2/s）、同物質の皮膚バリア／基剤分配係数（partition 
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coefficient）、適用薬物濃度（mol/L）、及び皮膚バリアの厚み（cm）を示す。さら
に、式（1）を時間 t で微分し、単位面積当たりの皮膚透過速度 dQ/dt（mol/cm2/s）
を表すと式（2）のようになる。 
 
（2） 
 
dQ/dt が一定となる定常状態では、式（2）の右辺第 2 項をゼロに近似でき、
式（3）に簡略化できる。 
 
（3） 
 
P は、定常状態時の薬物の皮膚透過速度（flux）を適用物質濃度で除すること
により算出し、式（4）で表される。 
 
（4） 
 
ここで、皮膚バリアの厚みを表す L は変化しないと仮定すると、D/L2 は拡散パ
ラメータ（diffusion parameter、1/s）、K･L は分配パラメータ（partition parameter、
cm）として表すことができる。さらに、得られた薬物透過プロファイル（Fig. 2）
から、time-lag method を用いて拡散遅延時間 Tlag（h）を算出した。なお、Tlagは
式（1）について t が十分に大きい条件で得られる直線式に Q = 0 を代入するこ
とにより、式（5）として表される。 
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得られた Tlagから D/L
2を算出し、さらに式（4）に導入することで K･L を算出
した。 
  
 
Fig. 2  Typical skin permeation profile 
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第 3 節 結果 
 
1． D2O の YMP 皮膚透過に及ぼす EtOH 前処理の影響 
まず、D2O の YMP full-thickness skin 透過性に及ぼす EtOH 前処理の影響につ
いて試験した。各濃度の EtOH 水溶液で前処理した皮膚を用いて、D2O の皮膚透
過実験を行った。Fig. 3 に D2O の 12 時間に亘る YMP 皮膚透過量に及ぼす前処
理 EtOH 濃度の影響を示す。前処理の EtOH 濃度に関わらず、D2O の YMP 皮膚
透過量にはほとんど差が見られなかった。つまり、EtOH 前処理はその濃度に関
わらず、水の皮膚透過性にはほとんど影響しないことがわかった。 
 
 
Fig. 3  Effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the cumulative 
amounts of D2O permeated through YMP skin over 12 h 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒4). 
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2． FD-4 の YMP 皮膚透過に及ぼす EtOH 前処理の影響 
続いて、FD-4 の YMP 皮膚透過（full-thickness and stripped skin）に及ぼす EtOH
前処理の影響について調査した。FD-4 の YMP full-thickness と YMP stripped skin
透過挙動をそれぞれ Fig. 4 に示す。FD-4 の YMP full-thickness skin 透過量は、低
濃度 EtOH の前処理で増大したものの、高濃度 EtOH の前処理ではむしろ減少し
た。0%つまりは水単味での前処理時と 100%つまりは EtOH 単味での前処理時の
30 時間に亘る FD-4 の YMP full-thickness skin 透過量を比較すると、EtOH 単味で
処理した場合は、水単味で処理した場合の約 20 分の 1 の透過量しか得られなか
った。この現象が皮膚のどの部分に EtOH が作用することで引き起こされている
かを調べるため、stripped skin にて同様に透過量を比較したところ、透過量の差
は約 2 分の 1 まで縮まった。すなわち、EtOH 処理は full-thickness skin を介した
透過実験の FD-4 の透過量に大きく作用した。したがって、EtOH は角層に作用
することで、水溶性の高分子量化合物の皮膚透過性を変化させることがわかっ
た。 
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Fig. 4  Pretreatment effect of different concentrations on the time course of cumulative 
amount of FD-4 that permeated through full-thickness YMP skin (a) and stripped YMP 
skin (b) 
Symbols: water (●), 20% EtOH (○), 40% EtOH (□), 60% EtOH (◇), 80% EtOH (△), 
100% EtOH (×) 
Each point represents the mean + S.D. (n=4‒7). 
 
  
0 6        12       18    24  30
Time (h)
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0
C
u
m
u
la
ti
v
e 
am
o
u
n
t 
o
f 
F
D
-4
 p
er
m
ea
te
d
 
(n
m
o
l/
cm
2
)
a) Full-thickness skin
0     2       4       6  8   10  12 
Time (h)
b) Stripped skin
60
50
40
30
20
10
0
19 
 
3． 種々化合物の YMP 皮膚透過係数に及ぼす EtOH 前処理の影響 
そこで次に YMP 皮膚透過性に及ぼす前処理 EtOH 濃度の影響を、分子量だけ
でなく脂溶性も異なるモデル化合物（D2O、ISMN、ISDN、CA、FD-4）間で比
較した。各前処理 EtOH 濃度に対する化学物質の皮膚透過係数を Table 2 に、水
処理時の皮膚透過係数との比を Fig. 5 に、皮膚透過係数の対数との関係を Fig. 6
に示す。水溶性化合物である ISMN、CA、FD-4 の皮膚透過係数は、低濃度 EtOH
の前処理で増大した。しかし、前処理 EtOH 濃度が 60%を超えると逆にそれら化
合物の皮膚透過係数は減少した。特に、100% EtOH での前処理時の CA や FD-4
の皮膚透過係数は水処理時のそれに比べて著しく減少した。一方、極性物質で
ある D2O や脂溶性化合物の指標である ISDN の皮膚透過係数に対する EtOH 前
処理の影響は小さく、EtOH 濃度の違いによるそれら化合物の皮膚透過係数の差
はほとんどみられなかった。ISMN と ISDN の分子量は同程度にもかかわらず、
皮膚透過係数に対する EtOH 前処理の影響については異なる挙動を示した。 
 
Table 2  Permeability coefficient of model drugs that obtained from their skin permeation 
profiles  
 
Each value represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
  
EtOH concentration
(% (v/v))
0 20 40 60 80 100
PD2O (cm/s) ×10-6 1.46 ± 0.50 1.67 ± 0.19 1.78 ± 0.30 1.49 ± 0.32 1.52 ± 0.45 1.46 ± 0.70
PISMN (cm/s) ×10-7 1.46 ± 0.36 2.70 ± 0.35 3.44 ± 0.88 2.61 ± 0.34 1.92 ± 0.93 0.97 ± 0.62
PISDN (cm/s) ×10-6 2.77 ± 0.05 3.32 ± 0.69 2.99 ± 0.42 2.65 ± 0.77 2.58 ± 1.06 2.57 ± 0.82
PCA (cm/s) ×10-8 4.99 ± 1.10 11.6 ± 4.26 8.82 ± 1.74 3.87 ± 0.06 2.67 ± 1.20 0.29 ± 0.07
PFD-4 (cm/s) ×10-9 7.97 ± 2.99 13.9 ± 7.03 13.1 ± 8.51 7.68 ± 3.40 2.92 ± 2.50 0.73 ± 0.66
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Fig. 5  Pretreatment effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the 
normalized permeability coefficient of model compounds.  The normalized data were 
calculated by dividing the value of permeability coefficients with EtOH treatments by 
those for 0% EtOH.  
 Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
 
 
Fig. 6  EtOH-concentration profile of logarithm of skin permeability coefficients of model 
compounds 
Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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水溶性化合物の皮膚透過係数は前処理 EtOH 濃度によって変化した。EtOH 処
理による水溶性化合物の皮膚透過係数の変化の要因を調べるため、透過プロフ
ァイルから拡散パラメータ及び分配パラメータをそれぞれ算出した。それらの
パラメータはラグタイムより求めた。FD-4 と ISDN の皮膚透過における分配パ
ラメータ及び拡散パラメータに及ぼす前処理 EtOH 濃度の影響を Fig. 7 に示す。
水処理時の拡散パラメータ及び分配パラメータのそれぞれをコントロールとし、
各 EtOH 濃度に対するそれぞれのパラメータを比で表した。FD-4 の拡散パラメ
ータは EtOH 濃度によらずほぼ一定であったものの、分配パラメータは 40%まで
の EtOH 処理で増加し、60%以上の EtOH 濃度では徐々に減少した。EtOH 濃度
と分配パラメータの関係における挙動は、Fig. 5 で示した EtOH 濃度と皮膚透過
係数の関係における挙動とよく似ていた。一方、前処理 EtOH 濃度によって皮膚
透過係数がほとんど変わらなかった ISDN では、拡散パラメータ及び分配パラメ
ータは EtOH 濃度によらず共にほぼ一定であった。 
  
22 
 
  
 
Fig. 7  Pretreatment effect of different concentrations of EtOH pretreatment on the 
normalized diffusion and partition parameter of FD-4 and ISDN.  The normalized data 
were calculated by dividing the value of diffusion and partition parameter with EtOH 
treatments by those for 0% EtOH. 
Symbols: diffusion parameter (●), partition parameter (○) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=4‒7). 
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第 4 節 考察 
 
本編における透過実験に用いた皮膚の厚みは 1.2 mm に設定しており、一般的
な皮膚透過実験で用いられる膜よりも厚みがある。化学物質のブタ皮膚透過性
は、年齢によって変化すると報告されており 48)、毛嚢組織の発達とともに flux
の増加が観察されるのはダーマトーム使用時に毛嚢部をカットすることが原因
だといわれている 49)。それらの要因による透過のばらつきを避けるには、ダー
マトームでの皮膚摘出時に毛嚢部のできるだけ下部をカットすることが望まし
く、本研究では皮膚膜を厚めに設定した。FD-4 の full-thickness skin 及び stripped 
skin 透過挙動の比較から、この条件においても角層透過が律速段階であり、皮膚
を１層として仮定して解析することに問題はないと考えられた。 
EtOH 水溶液による前処理は、水溶性化合物である ISMN、CA、FD-4 の皮膚
透過係数を変化させた。FD-4 の full-thickness skin 及び stripped skin 透過挙動か
ら、EtOH 水溶液による前処理は主に角層中の水溶性化合物の透過経路に影響す
ると考えられた。これら水溶性化合物の皮膚透過係数の変化は、拡散パラメー
タと分配パラメータの分離評価から、皮膚への分配性の変化に起因することが
示されたが、その変化の本質については明らかではない。 
EtOH の皮膚処理はさまざまな物質の皮膚透過に影響を及ぼすことが知られ
ている。低濃度 EtOH は角層中の脂質の流動性を特に親水部分に作用して増大さ
せるが、高濃度では脂質抽出作用が強くなり 50)、さらに 100%の濃度では脂質の
固定化や皮膚からの脱水を引き起こし 51)、薬物の皮膚透過性を変化させるとい
われる。Hatta らは EtOH を角層に適用した際、斜方晶構造が乱されるだけでな
く角層細胞中のソフトケラチンの構造が部分的に破壊され、細胞間脂質中に
EtOH プールが形成されることから、EtOH は親水性物質が通る経細胞経路を作
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ると提案している 52)。さらに、EtOH は角層や生きた表皮・真皮のタンパク質の
変性を引き起こすかもしれない。今回の水溶性化合物の皮膚透過性の変化の結
果は、これらの EtOH の作用が複合的に組み合わさり、例えば、ポア透過理論に
おける空隙率（透過ルート占有率）の上昇のような変化が皮膚内で生じ、それ
が水溶性化合物の皮膚への分配性の変化として観察されたものと考えられる。 
一方、水の指標として用いた D2O や脂溶性化合物の指標として用いた ISDN
の full-thickness skin 透過量に対する EtOH前処理の影響は EtOH 濃度にかかわら
ずほとんどみられなかった。これは、EtOH 前処理が水や脂溶性化合物の拡散性
及び分配性にはほとんど影響しないことを示唆している。 
水溶性化合物の皮膚透過性に及ぼす EtOH 適用の影響に関し、化学物質の分子
量の影響を考える必要があるかもしれない。その影響は、FD-4 で最も大きく、
D2O ではほとんど見られない。その理由として、水溶性化合物の透過経路には
大きさが異なる複数の経路が存在し、その存在比が変化していることが考えら
れる。水分子の皮膚内拡散性は、各大きさの経路で可能であるため、皮膚に EtOH
処理を施してもほとんど変わらない。しかし、FD-4 や CA のような大きな分子
では、より太い経路でのみで拡散が可能 53)で、EtOH はその存在比を変化させる
と考えられた。他の水溶性化合物と水で異なる挙動を示した別の理由として、
実験条件の違いがあるかもしれない。ドナー溶液はモデル化合物を PBS に溶解
して調製し、レシーバー溶液には PBS を用いている。D2O の場合、水の濃度と
してはドナー溶液とレシーバー溶液でほとんど変わらないが、PBS が希釈され
て塩濃度は他の化合物の条件と異なる。これらのことも考慮する必要があるか
もしれない。 
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第 5 節 小括 
 
本編では、ダーマトームにて剥離したブタ皮膚を用いて、種々濃度の EtOH で
処理した皮膚の化学物質透過性の比較を行った。その結果、EtOH は角層に作用
し、水溶性化合物の皮膚透過係数を変化させ、その変化は分子量が大きい化合
物で顕著であることが明らかとなった。また、低濃度 EtOH の皮膚処理は水溶性
化合物の皮膚透過係数を上昇させるものの、高濃度ではむしろそれを減少させ
ることがわかった。その変化は、水溶性化合物の角層への分配性の変化が要因
となっていることが示されたが、それは、皮膚内で生じている複数の変化が複
合して生じたものと考えられた。 
一方、脂溶性化合物の皮膚透過性に EtOH はほとんど影響しなかった。以上の
結果は、水溶性化合物を有効成分とするような医薬品外用剤の開発に有用な情
報となるだろう。 
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第 2 編 
化学物質の皮膚透過性に及ぼす 
エタノール前処理と毛嚢プラッギング処理の影響 
第 1 章 
角層実質及び毛嚢を介した化学物質の皮膚透過性の評価 54) 
 
第 1 編にて、水溶性化合物の皮膚透過性は EtOH 前処理によって変化すること
を明らかにした。皮膚表面は主に角層実質が占めており、毛嚢や汗腺といった
皮膚付属器官が点在する組織となっている。角層実質は角層細胞が細胞間脂質
に包み込まれており、全体として脂溶性の性質を持つことが知られている。そ
のため、水溶性化合物は角層実質を透過しにくく、特に分子量が大きい化合物
では、その皮膚透過には毛嚢や汗腺といった皮膚付属器官経路が重要になって
くると考えられてきた。 
Scheuplein は、水溶性化合物でも速い皮膚透過が見られることから、毛嚢はシ
ャント pathway として働くと予測していた 47)。毛嚢の皮膚表面側は漏斗状の構
造を有しており、上部はしっかりとした角層で覆われている。しかし、下部は
ゆるい構造となっており、化学物質の透過に対するバリア能が低いと考えられ
ている。水溶性の高分子量化合物はこの毛嚢組織を経て皮膚透過すると予測し
た報告が既にされている 55)。しかし、皮膚に適用された化学物質は同時に 2 つ
以上の経路で皮膚透過する可能性があるため、角層実質と皮膚付属器官の両方
を通る物質の透過経路の寄与率の算定は難しく、毛嚢を経た皮膚透過の寄与率
などを報告した研究は少ない。化学物質の皮膚透過に及ぼす毛嚢の影響を検討
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する実験手法に関してはいくつか報告されており、皮膚を傷つけた後に得られ
る毛嚢のない再生皮膚と無傷皮膚間で透過性を比較し毛嚢器官の影響を調べた
もの 56)、生後間もないラット皮膚と生後数日のラット皮膚間の比較で透過性に
及ぼす毛嚢器官の発達度合の影響を調べたもの 57)、毛嚢密度の異なる部位の皮
膚間の比較で透過性に及ぼす毛孔の数の影響を調べたもの 58)、毛嚢が存在する
動物皮膚と毛嚢が存在しない培養皮膚の透過性の比較により毛嚢の存在の有無
の影響を調べたもの 46)などがある。しかしながら、これらの方法では、同じレ
ベルのバリア能を示す角層を有する皮膚間で化学物質の透過性を比較している
とは言えず、化学物質の皮膚透過に及ぼす毛嚢の影響を正確に評価できていな
い可能性がある。最近、毛嚢漏斗部を処理剤で埋めて、化学物質の皮膚透過性
を部位選択的に評価する方法が開発された 59-63)。しかし、これらの方法を応用
して、角層実質や毛嚢の皮膚透過性を詳細に解析した報告はまだない。前編に
おいて、EtOH の前処理により角層の水溶性化合物の透過性が変化することを示
したが、水溶性化合物の皮膚透過においては皮膚付属器官も重要であり、水溶
性化合物の皮膚透過における EtOH の前処理の影響について詳細な理解を得る
には、皮膚付属器官を介する透過を評価する必要がある。 
そこで本編第 1 章では、皮膚付属器官である毛嚢に着目し、毛嚢を経た化学
物質の皮膚透過性を評価できないか検討した。シアノアクリレート系接着剤と
シリコーングリスの混合物で毛嚢漏斗部を埋める方法を用いて、毛嚢を経た化
学物質の皮膚透過を抑制し、毛嚢部分の透過性を間接的に評価した。なお、本
編の実験にはYMP背部ではなく三元ブタ耳介部の外側皮膚を選択した。これは、
三元ブタ耳介部の単位面積当たりの毛の本数が YMP 背部のそれよりも多く、化
学物質の毛嚢透過性評価に適していると考えたためである。また、ブタは汗腺
が退化しており能動的なエクリン腺がない 64)上に、哺乳類の耳介は汗をかきに
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くい箇所であるため汗腺の数も少ないと予想される。また、アポクリン腺は毛
嚢の内側に繋がっている。そのため、ブタ耳の皮膚付属器官を介した化学物質
の皮膚透過は、主に毛嚢漏斗部を介するものと推定できる。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 リドカイン塩酸塩（LC）は Sigma-Aldrich Co., Ltd.から購入したものを用いた。
FD-4 は第 1 編と同様のものを用いた。ナイルレッドは関東化学株式会社（東京、
日本）から購入したものを用いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級もしく
は HPLC 用のものを精製せずに用いた。Table 3 にモデル化合物の物理化学的パ
ラメータを示す。 
 
Table 3  Physicochemical properties of model compounds 
 
a) Logarithm of octanol/warter partition coefficient at 37˚C, b) determined with pH 5.0 
phosphate buffer, c) determined with pH 10.0 carbonate buffer, d) determined with pH 7.4 
PBS, e) acid dissociation constant
 
 
2. 実験動物 
 三元ブタ耳介は株式会社埼玉実験動物供給所（杉戸、埼玉、日本）から冷凍
状態のものを購入した。冷凍されたブタ耳介は実験開始まで-30˚C で保管された。
すべての実験は城西大学動物実験規定に従って行った。 
 
  
Model compounds M.W. log Ko/w
a) pKae)
Lidocaine hydrochloride (LC) 289
-0.93b)
7.965)
0.39c)
FITC-Dextran 4 kDa (FD-4) 3300-4400 -0.773d,46) 6.466)
30 
 
3. 皮膚の摘出法 
冷凍されたブタ耳介をジップ付きのポリ袋に密封し、37˚C の温水で解凍した。
解凍後、精製水で皮膚表面を軽く洗った。電動バリカン及び電動シェーバーに
て剃毛後、メスを用いて皮膚を摘出し、さらに余分な脂肪をハサミで丁寧に取
り除いた。その後、表皮及び真皮上層部をダーマトームにて真皮下層及び皮下
組織及び皮下脂肪と分離した。なお、表皮及び真皮上層部の厚みが 1.0 mm にな
るように設定した。摘出したブタ皮膚は透過実験を開始するまで、PBS で湿ら
せたキムワイプ上に置き、生きた表皮・真皮側が乾かないようにした。 
 
4. 毛嚢プラッギング（HFP）法 
適量のナイルレッドを溶かしたシアノアクリレート系接着剤（アロンアルフ
ア ゼリー状：コニシ株式会社、大阪、日本）と同量のシリコーングリス（Super 
Lube
®
 Silicone Dielectric Grease: Synco Chemical Corp.、Bohemia、NY、U.S.A.）を
混合し、HFP agentを調製した。毛嚢を介した化学物質の皮膚透過を妨げるため、
実体顕微鏡下（SZ-61: オリンパス株式会社、東京、日本）にて、HFP agent を摘
出したブタ皮膚の毛嚢漏斗部に適用した（Fig. 8）。HFP 処理を施した部分の面積
は、実体顕微鏡のデジタルカメラ（DP21: オリンパス株式会社）で撮影して算
出した。1つ毛嚢に対してHFPを施した場合の皮膚表面の処理面積は約0.006 cm2
となり、認識しうる全ての毛嚢を HFP 処理した場合は、有効透過面積（1.77 cm2）
中の約 2 割の面積を占める。HFP 処理を施した皮膚は、角層側を上にして、PBS
で湿らせたキムワイプ上に置き、約 30 分間放置した。 
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Fig. 8  Effective penetration area of pig ear skin before (a) and after (b) HFP treatment 
with HFP agent 
 
5. In vitro 皮膚透過実験法 
 ブタ耳皮膚（non-treatment skin または hair follicles-plugged skin）を有効透過面
積 1.77 cm2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に PBS
を 6.0 mL適用した。その後、ドナー側（表皮側）に精製水を 1 mL 適用し、1 時
間の水和処理を行った。1 時間後にドナー側の精製水を取り除き、pH 5.0 に調整
した 100 mM LC（1/30 mM リン酸緩衝液）、pH 10.0 に調整した 10 mM LC（1/30 
mM 炭酸緩衝液）、PBS に溶解した 5 mM FD-4 を 1.0 mL 適用した。LC は、pH 5.0
ではイオン形、pH 10.0 では分子形として存在する。縦型拡散セル内は 32°C に
保ち、スターラーで撹拌した。透過実験は 8 時間（LC）、12 時間（FD-4）実施
した。経時的に真皮側セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリングした後、
一定量を保つために新しい PBS を同量戻した。 
 
  
5 mm
a)
5 mm
b)
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6. 共焦点レーザー顕微鏡による皮膚組織切片観察法 
 FD-4 適用群に関しては、透過実験終了後、回収したブタ耳皮膚表面を PBS で
洗浄し、凍結包埋剤（Super Cryoembedding Medium、Leica Microsystems Inc.、
Wetzlar、Germany）で包埋し、-80˚C イソペンタン中にて速やかに凍結させた。
垂直方向の皮膚凍結切片（厚さ 10 µm）をクライオスタット（CM3050: Leica 
Microsystems Inc.）により作製し、共焦点レーザー走査型顕微鏡（CLSM、Fluoview 
FV1000: オリンパス株式会社）にて観察を行った。 
 
7. 種々化学物質の定量法 
LC の濃度は HPLC を用いて測定した。LC の皮膚透過実験のレシーバーサン
プル 200 μL に内部標準物質を溶かした溶媒（20 µg/mL 4-ヒドロキシ安息香酸ア
ミル／アセトニトリル）を同容量加え、撹拌・遠心分離（18,000×g、5 min、4 °C）
した。得られた上清の 20 µLをHPLCに注入して分析を行った。HPLCシステム、
カラムは第 1 編と同様のものを用いた。移動相には pH 6.5 に調整した 10 mM リ
ン酸緩衝液／HPLC 用アセトニトリル（1 : 1）を用い、流速は 1.0 mL/min、UV
波長は 230 nm とした。なお、カラムオーブンは 40˚C に設定した。 
 FD-4 の濃度は、第 1 編と同様の方法を用いて測定した。 
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第 2 節 理論 
 
1. 皮膚透過パラメータの解析 
皮膚透過実験で得られる化学物質の累積皮膚透過量－時間プロファイルでは、
時間に対する単位面積あたりの皮膚透過量をプロットするため、HFP 処理を施
した部分の面積が考慮される必要がある。このときの毛嚢プラッギングを施し
た場合の面積減少を補正した化学物質の皮膚透過量 Qhfp（mol/cm
2）は式（6）の
ように表すことができる。 
 
（6） 
 
式中の Q は実測の皮膚透過量であり、H は有効透過面積に対する HFP 処理を
施した部分の面積の割合を示す。今回の in vitro 皮膚透過実験で用いるブタ皮膚
は、上層が角層と、毛嚢や汗腺等からなる皮膚付属器官、下層が生きた表皮・
真皮で構成されている。上層の皮膚付属器官は皮膚全体の面積に占める割合が
小さく、下層の生きた表皮・真皮はバリア能が低いことから、HFP 処理した皮
膚でも前編と同様に皮膚を 1 層膜と仮定して解析することができると考えた。
ドナー濃度が一定に保たれ、レシーバー側で常にシンク条件が成立していると
仮定すると、1 層膜の P は、式（7）のように表すことができる。 
 
（7） 
 
  
vC
flux
P 
)H1/(QQhfp 
34 
 
第 3 節 結果 
 
1.  FD-4 適用後の皮膚切片の観察 
まず、毛嚢漏斗部を HFP agent で埋めることにより、毛嚢を介した化学物質の
皮膚透過性が妨げられているかどうかを確認することとした。HFP 処理を施し
た皮膚と未処理の皮膚に、蛍光物質である FD-4 をそれぞれ適用し、毛嚢付近の
皮膚切片を共焦点レーザー顕微鏡にてそれぞれ観察した（Fig. 9）。未処理皮膚で
は、毛孔部から毛嚢峡部にかけて（角層表面から約 400 µm）FD-4 由来の蛍光が
見られた。一方、HFP 処理を施した皮膚では、毛嚢中に FD-4 由来の蛍光は見ら
れず、皮膚表面にのみ蛍光が観察された。このように、HFP 処理は化学物質の
毛嚢への移行を妨げることが確認された。 
 
Fig. 9  Two typical CLSM images of pig ear skin after skin permeation test of FD-4 with 
(a) or without (b) HFP 
Green color means distribution of fluorescent for FD-4 and red shows that of nile red. 
  
a) b)
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2．イオン形及び分子形 LC のブタ耳皮膚透過性に及ぼす HFP 処理の影響 
続いて、イオン形及び分子形 LC のブタ耳皮膚（full-thickness skin）透過性に
及ぼす HFP 処理の影響について調査した。HFP 処理を施した後、pH 5.0 もしく
は pH 10.0に調整したLC水溶液を皮膚適用し透過実験を行い、Qhfpを算出した。
LC は、pH5.0 ではイオン形として、pH10.0 では分子形として存在する。イオン
形及び分子形 LC のブタ耳皮膚（full-thickness skin）透過挙動をそれぞれ Figs. 10a, 
b に示す。イオン形 LC の皮膚透過量は HFP 処理によって大きく減少した。8 時
間後の累積透過量で比較すると、HFP を施すことでイオン形 LC の皮膚透過量は
約 6 分の 1 まで低下した。一方、分子形 LC の皮膚透過量にはほとんど変化は見
られなかった。また、皮膚全面に HFP agent を塗布した場合、イオン形及び分子
形 LC は共に皮膚をほとんど透過しなかった。よって、LC は HFP agent で処理
した部分の皮膚にほとんど浸透しないことも確認された。 
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Fig. 10  Time course of changes in the cumulative fraction of LC that permeated through 
pig ear skin at pH 5.0 (a) and 10.0 (b).  The cumulative amount of LC permeated through 
a unit area of skin was calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: non-treatment skin (○), recognizable all hair follicles-plugged skin (×), whole 
skin penetration area-blocked skin (●) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6). 
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3．LC と FD-4 のブタ耳皮膚透過性に及ぼす HFP 数の影響 
ここまでに、HFP agent を用いた HFP 処理は化学物質の毛嚢を介した透過を妨
げる有効な手段であることが確認された。イオン形 LC の皮膚透過性が HFP に
よって著しく抑制されたことを受け、イオン形 LC の皮膚透過性と毛嚢漏斗部を
埋めた処理数の関係について試験した。ブタ耳透過実験の有効透過面積（1.77cm2）
中において、実体顕微鏡観察下で目視にて簡便に認識できる毛の数はおおよそ
60 本であることが確認された。そこで、毛嚢漏斗部を埋める処理数を 0、10、
20、30、40 に設定し、HFP 処理後に pH 5.0 に調整したイオン形 LC 水溶液の皮
膚透過実験を行い、Qhfpを算出した。HFP を施したブタ耳皮膚を介したイオン形
LC の透過挙動を Fig. 11a に、その透過挙動から算出した皮膚透過係数と HFP 数
との関係を Fig. 11b に示す。HFP 数の増加とともに LC の皮膚透過量は減少し、
有意な直線性の相関（r = -0.95）がみられた。 
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Fig. 11  Time course of the cumulative amount of LC that permeated through pig ear skin 
at pH 5.0 (a) and effect of number of hair follicles plugged on the skin permeability 
coefficient of LC (b).  The cumulative amount of LC permeated through a unit area of 
skin was calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: number of hair follicles-plugged; 0 (○), 10 (△), 20 (□), 30 (◇), 40 (－)  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6). 
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次に高分子量化合物である FD-4 の皮膚透過性と HFP 数の関連を調べた。HFP
数を 0、10、20、30、40 に設定し、HFP 処理後に FD-4 水溶液のブタ耳皮膚透過
実験を行い、Qhfpを算出した。HFP を施したブタ耳皮膚における FD-4 の皮膚透
過挙動を Fig. 12a に、皮膚透過係数と HFP 数との関係を Fig. 12b に示す。HFP
の増加とともに FD-4 の皮膚透過量は減少し、有意な直線性の相関（r = -0.93）
がみられた。 
 
 
Fig. 12  Time course of the cumulative amount of FD-4 that permeated through pig ear 
skin (a) and effect of number of hair follicles plugged on the skin permeability coefficient 
of FD-4 (b).  The cumulative amount of FD-4 permeated through a unit area of skin was 
calculated using excluding the HFP agent treated area. 
Symbols: number of hair follicles plugged; 0 (○), 10 (△),20 (□), 30 (◇), 40 (－)  
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6).  
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続いてHFP処理によるイオン形 LC及び FD-4の皮膚透過性の減少に及ぼす分
配性及び拡散性の寄与をそれぞれ調べた。それら化合物の皮膚拡散及び皮膚分
配パラメータは、第 1 編と同様の方法を用いて計算した。HFP 未処理時の拡散
パラメータ及び分配パラメータのそれぞれをコントロールとし、HFP 数に対す
るそれぞれのパラメータの比を Fig. 13 に示す。イオン形 LC 及び FD-4 共に、拡
散パラメータにおいては HFP 数にかかわらずほとんど差が見られなかった。一
方、イオン形 LC 及び FD-4 のそれぞれ分配パラメータは HFP 数と共に徐々に減
少し、それぞれ有意な直線性の相関（r = -0.95 及び r = -0.91）がみられた。 
 
 
Fig. 13  Effect of number of hair follicles plugged on the normalized diffusion parameter 
and partition parameter of ionized LC (a) and FD-4 (b).  The normalized data were 
calculated by dividing the value of diffusion and partition parameter with HFP treatments 
by those for 0‒HFP. 
Symbols: diffusion parameter (●), partition parameter (○) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒6). 
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第 4 節 考察 
 
HFP 処理が毛嚢を介した化学物質の皮膚透過を妨げるかを確認するため、HFP
処理を施した皮膚に蛍光物質である FD-4 を適用した。共焦点レーザー顕微鏡を
用いた皮膚切片画像を観察すると、角層表面でのみ FD-4 の蛍光が観察された。
一方、intact skin では毛嚢の奥でも FD-4 由来の蛍光が観察された。したがって、
HFP agent で毛嚢漏斗部を埋める処理は、毛嚢を介する化学物質の皮膚透過を妨
げる有効な手段であることが視覚的に確認された。 
そこで次に、EtOH 前処理を行っていない皮膚における、イオン形 LC 及び分
子形 LC の皮膚透過への毛嚢経路の寄与について検討した。LC の pKa は 7.9 で
あるため 65)、pH 5.0 では 99.9%以上がイオン形 LC として存在し、pH 10.0 では
99%以上が分子形LCとして存在する。そこでイオン形LCの皮膚透過性は pH 5.0
の LC solution 適用後の結果から、分子形 LC の皮膚透過性は pH 10.0 のその結果
から評価した。HFP 処理は、イオン形 LC の皮膚透過性を抑制し、分子形 LC の
皮膚透過性にはほとんど影響を与えなかった。また、イオン形及び分子形 LC は
共に HFP agent を全面に塗布した皮膚を透過しなかったことから、シリコーング
リスとシアノアクリレート系接着剤とナイルレッドによる処理は、LC の皮膚透
過を防ぐ有効な材料であることも確認された。また、HFP 処理を用いた本研究
から、イオン形 LC は主に毛嚢を経て皮膚透過すると考えられた。さらに、毛嚢
漏斗部を埋める処理数の増加によってイオン形 LC の皮膚透過量は減少し、HFP
数と皮膚透過係数には良好な相関性が得られた。その皮膚透過係数の減少はイ
オン形 LC の皮膚への分配性の低下により説明された。すなわち、HFP 処理はイ
オン形 LC の透過経路を塞ぐことにより、イオン形 LC の分配できる部分が減っ
たことを示している。視覚的に観察可能な毛嚢漏斗部を全てプラッギングした
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場合においても、イオン形 LC の皮膚透過はわずかに観察された（Fig. 10a）。こ
れは、イオン形 LC がプラッギングしていない角層実質、汗腺、未処理の毛嚢（実
体顕微鏡下では視覚的に確認できなかった毛嚢）を経て透過したためであると
考えられる。一方、pH 10.0 の場合は HFP 処理の有無に関わらず、LC の皮膚透
過性は同じであり、このことから分子形 LC は主に角層実質を経て透過すると考
えられた。また、皮膚透過係数は分配係数や拡散係数に大きく依存するので、
角層と毛嚢における LC の皮膚透過係数の差は、それぞれの透過経路に対する
LC の分配性や拡散性が大きく異なることを示すと考えられた。 
続いて、FD-4 の皮膚透過性に及ぼす HFP 処理の影響について考察する。FD-4
のヘアレスラット皮膚透過性はこれまでにも報告されており 46)、FD-4 は水溶性
かつ高分子量であることから、前編で示したように EtOH で処理した場合には角
層実質経路透過することが可能であるが、未処理の場合には毛嚢のような皮膚
付属器官経路を主に透過すると考えられている。FD-4 においてもイオン形 LC
の場合と同様に、HFP 処理によって皮膚透過量は減少し、皮膚透過係数と HFP
数には良好な相関性がみられた。これはイオン形 LC と同様、FD-4 が分配可能
な部分、具体的には毛嚢の面積を減少させたことによると考えられた。よって、
FD-4 の皮膚透過性に及ぼす毛嚢の寄与は高いことが示された。このように、水
溶性の高分子量化合物が皮膚透過するには、毛嚢が重要な経路であることが推
定される。FD-4 透過プロファイルから算出する皮膚透過係数、拡散パラメータ、
分配パラメータのばらつきが LC のそれよりも大きいのは、FD-4 の皮膚透過量
が少ないことや、さらには 12 時間では FD-4 の透過が定常状態に達していない
可能性があげられる。 
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第 5 節 小括 
 
本編第 1 章では、化学物質の皮膚透過性に及ぼす毛嚢の寄与を明らかにする
ことを目的に研究を実施した。シリコーングリスとシアノアクリレート系接着
剤とナイルレッドの混合物である HFP agent にて毛嚢漏斗部を埋める HFP 処理
により、毛嚢を介した化学物質の皮膚透過性を妨げる方法を開発した。その結
果、HFP 処理の有無間で化学物質の皮膚透過性を比較することにより、種々化
学物質の皮膚透過性に及ぼす毛嚢の影響を間接的に評価できるようになった。
さらに、水溶性化合物、イオン形化合物、高分子量化合物の皮膚透過において
毛嚢が重要な役割を果たすことが示された。 
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第 2 章 
エタノール処理皮膚を用いた化学物質の毛嚢透過性評価 67) 
 
第 1 編では化学物質の皮膚透過性に及ぼす EtOH 処理の影響を、本編第 1 章で
は化学物質の皮膚透過経路ごとの透過性評価について述べた。これらの方法の
併用は、化学物質の皮膚透過性に及ぼす EtOH の影響を皮膚透過経路ごとに評価
することを可能にする。特に、毛嚢経路に焦点を当て、経皮吸収促進剤として
の役割を期待して使用される EtOH の皮膚適用との関連についての報告はこれ
までにみられない。薬物の皮膚透過経路ごとの透過性に及ぼす EtOH の影響が明
らかとなれば、作用部位や薬物の物理化学的性質に応じた外用剤の開発におい
て有用な情報を提供できる。 
そこで本編第2章では、化学物質の皮膚透過性に及ぼすEtOH前処理の影響を、
角層実質及び毛嚢のそれぞれの透過経路ごとに個別に評価することを検討した。
水溶性のモデル化合物として ISMN、イオン形 LC、フルオレセインナトリウム 
(FL)、FD-4 を選択し、EtOH の皮膚前処理と HFP 処理を施した後に in vitro 皮膚
透過実験を行い、角層実質経路及び毛嚢経路の化学物質皮膚透過性をそれぞれ
評価した。さらに、皮膚前処理に用いた EtOH 水溶液を回収して薄層クロマトグ
ラフィー（TLC）分析することにより、既に EtOH の吸収促進機構の１つとして
考えられている脱脂（脂質抽出）の効果がどの程度であるのかを考察した。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 FL は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）から購入したものを用いた。EtOH、
ISMN、FD-4 は第 1 編と同様のものを用いた。LC、ナイルレッドは本編第 1 章
と同様のものを用いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級もしくは HPLC 用
のものを精製せずに用いた。Table 4 にモデル化合物の物理化学的パラメータを
示す。 
 
Table 4  Physicochemical properties of model compounds 
 
a) Logarithm of octanol/warter partition coefficient at 37˚C, b) determined with pH 7.4 
PBS,  c) determined with pH 5.0 phosphate buffer, d) acid dissociation constant, e) 
electrically neutral compound
 
 
2. 実験動物 
 本編第 1 章と同様の動物を用いた。 
 
3. 皮膚の摘出法 
本編第 1 章と同様の方法を用いた。 
  
Model compounds M.W. log Ko/w
a) pKad)
Isosorbide-5-mononitrate (ISMN) 191 -0.151b,43) ―e)
Lidocaine hydrochloride (LC) 271 -0.93c,43) 7.965)
Fluorescein sodium (FL) 376 -0.62b,46) 2.3、4.3、6.568)
FITC-Dextran 4 kDa (FD-4) 3300‒4400 -0.773b,46) 6.466)
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4. HFP 法 
本編第 1 章と同様の方法を用いて HFP 処理を施した。本章では HFP 数を 30
に設定した。1 つ毛嚢に対して HFP を施した場合の皮膚表面の処理面積は約
0.006 cm
2となるので、30の毛嚢をHFP処理した場合は、有効透過面積（1.77 cm2）
中の約 1 割の面積を占める。 
 
5. In vitro 皮膚透過実験法 
 ブタ耳皮膚（non-treatment skin または hair follicles-plugged skin）を有効透過面
積 1.77 cm2の縦型拡散セル（Fig. 1）に装着し、レシーバー側（真皮側）に PBS
を 6.0 mL 適用した。その後、0%、20%、100%（v/v）に調製した EtOH 水溶液
をドナー側（表皮側）に 1.0 mL 適用し、12 時間の前処理を行った。前処理後、
ドナー側の EtOH 水溶液を取り除き、角層側をキムワイプで軽く拭き取った。さ
らに、縦型拡散セルに装着された皮膚を取り外し、真皮側が乾燥しないように
PBSで湿らせたキムワイプ上に置き、実体顕微鏡下にて 30のHFP処理を施した。
HFP 処理後の皮膚は、再度、縦型拡散セルに装着し、レシーバー側の PBS は入
れ替えた。その後、PBS に溶解した 700 mM ISMN、1 mM FL、5 mM FD-4、そ
して1/30 mMリン酸緩衝液にてpH 5.0に調整した100 mM LCをドナー側に1 mL
適用した。縦型拡散セル内は 32 °C に保ち、スターラーで撹拌した。透過実験は
8 時間（ISMN、LC）あるいは 12 時間（FL、FD-4）実施した。経時的に真皮側
セルから 500 μL のレシーバー溶液をサンプリングした後、一定量を保つために
新しい PBS を同量戻した。 
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6. 種々化学物質の定量法 
 ISMN、FD-4 の濃度は、第 1 編と同様の方法を用いて測定した。 
LC の濃度は、本編第 1 章と同様の方法を用いて測定した。 
FL の濃度は、サンプルを遠心分離（18,000×g、5 min、4 °C）した後、得られ
た上清は蛍光分光光度計（RF 5300PC；株式会社島津製作所）を用いて測定した。
測定条件は、励起波長が 485 nm、蛍光波長が 530 nm であった。 
 
7.  TLC による脂質の分析法 
 前処理によって抽出された脂質を TLC にて定性的に分析した。In vitro 皮膚透
過実験時と同様に、ブタ耳皮膚を縦型拡散セルに装着し、レシーバー側に PBS
を 6.0 mL適用した。その後、0%、20%、100%（v/v）に調製した EtOH 水溶液、
クロロホルム／メタノール（2：1、v/v）溶液を角層側に 1 mL 適用し、12 時間
の前処理を施した。12 時間後、各前処理溶液をマイクロチューブに回収し、窒
素乾固した。その後、クロロホルム／メタノール（2：1、v/v）溶液を 1 mL 加え、
よく撹拌し、TLC 用試料とした。なお、標準溶液は、0.05%トリオレイン、0.05%
コレステロール、0.05%パルミチン酸、0.05%セラミドⅢをクロロホルム／メタ
ノール（2：1、v/v）溶液に溶解して調製した。これらの試料を長さ 20 cm の薄
層板（HPTLC Silica gel 60 F254；Merck、Darmstadt、Germany）に 50 µL スポッ
トし、展開溶媒にクロロホルム／メタノール／酢酸（190：9：1）を用いて、展
開溶媒の先端が原線から 10 cm まで達するまで展開した。なお、TLC の操作法
は第十六改正日本薬局方解説書の一般試験法の項に則り実施した 69)。取り出し
た薄層板を風乾し、8%リン酸水溶液に溶解して調製した 10%硫酸銅試薬に 10
秒浸し、180˚C で 10 分加熱してスポットを検出し同定した。 
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第 2 節 結果 
 
1.  水溶性化合物の毛嚢透過経路に及ぼす EtOH 処理の影響 
  まず、水溶性化合物である ISMN、イオン形 LC、FL、FD-4 のブタ耳の毛嚢透
過経路に及ぼす EtOH 前処理の影響について調査した。0%、20%、100%EtOH で
皮膚を前処理し、次に HFP 法を用いて、化学物質の皮膚透過経路のひとつであ
る毛嚢経路を塞いだ。HFP 処理は、有効透過面積（1.77 cm2）中に存在する約 60
の毛嚢の内の 30 に対して行った。その後、HFP 処理後にモデル化合物の皮膚透
過実験を行った。 
Fig. 14 に各モデル化合物の皮膚透過挙動を示す。ISMN の皮膚透過量は HFP
処理によってほとんど変化しなかった。イオン形 LC の皮膚透過量は 0%EtOH
の前処理時に HFP 処理によって減少したものの、20%、100%EtOH の前処理時
における減少量は少なかった。一方、FL や FD-4 の皮膚透過量は、どの EtOH 濃
度においても HFP 処理により減少した。さらに、これらの結果から各化学物質
の透過量の HFP 処理による減少率を評価した。Fig. 15 にそれぞれの EtOH 濃度
における HFP 処理の有無間での累積皮膚透過量と、HFP 処理による累積皮膚透
過量の減少率を示す。ISMN は EtOH 濃度に関わらず、HFP 処理による累積皮膚
透過量の減少率は低かった。イオン形 LC は 0%EtOH の処理時において、その
減少率は高かった。FL や FD-4 では、全ての条件下において高い減少率が観察
されたが、100%EtOH の処理時の減少率は、0%、20%EtOH の処理時に比べ低か
った。 
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Fig. 14  Time course of changes in the cumulative fraction of ISMN (a), ionized LC (b), 
FL (c) or FD-4 (d) that permeated through different concentrations of EtOH treated-pig 
ear skin with or without 30-HFP.  The cumulative amount of chemical compounds 
permeated through a unit area of skin was calculated using excluding the HFP agent 
treated area. 
Symbols: water treated-skin without HFP (○), 20% EtOH treated-skin without HFP (△), 
100% EtOH treated-skin without HFP (□), water treated-skin with 30-HFP (●), 20% 
EtOH treated-skin with 30-HFP (▲), 100% EtOH treated-skin with 30-HFP (■)  
Each point represents the mean ± S.D. (n=5). 
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Fig. 15  Difference of normalized cumulative amount of compounds that permeated 
through each concentration of EtOH pretreated-skin with or without 30-HFP.  The 
cumulative amount of chemical compounds permeated through a unit area of skin was 
calculated using excluding the HFP agent treated area.  The normalized data were 
calculated by dividing the value of cumulative amount of drug permeated with EtOH and 
HFP treatments by those for 0% EtOH without HFP. 
Symbols: without HFP (□), with 30-HFP (■) 
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2. 種々濃度 EtOH の処理によって抽出される脂質の分析 
  次に EtOH による脂質抽出作用の影響を調べるため、皮膚の前処理に用いた各
種溶液を回収し、各種溶液中の脂質成分の種類及び抽出量を TLC 法にて定性的
に分析した。ポジティブコントロールには皮膚の脂質抽出作用が強いクロロホ
ルム/メタノール（2:1）を使用し、Fig. 16 に示した結果の通り、0%、20%EtOH
の処理では脂質類のスポットは検出されなかった。100%EtOH の処理ではトリグ
リセリド類、コレステロール類、セラミド類の薄いスポットが確認されたもの
の、クロロホルム/メタノールに比較するとそれら脂質の抽出量は非常に少なか
った。なお、EtOH 濃度にかかわらず、脂肪酸類のスポットは確認されなかった。 
 
 
Fig. 16  Thin-layer chromatogram of skin lipid extracted with pretreated water (a), 20% 
EtOH (b), 100% EtOH (c), chloroform/methanol (d) and standard solution (e)   
 
  
a    b    c    d    e
Solvent front →
Start line →
→ Triolein (0.81)
→ Cholesterol (0.56)
→ Palmitic acid (0.45)
→ CeramideⅢ (0.23)
Standard compounds (Rf value)
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第 3 節 考察 
 
本章の実験における EtOH 濃度は、本編第 1 章の実験結果より、最も皮膚透過
性が変化すると予測される EtOH 濃度、すなわち、最も皮膚透過性が上昇すると
予測される 20%と、最も皮膚透過性が減少すると予測される 100%に設定した。
また、コントロールとして 0%EtOH（水処理）についても実施した。皮膚の EtOH
前処理後、本編第 1 章にて開発した HFP 処理を施し、水溶性化合物の皮膚透過
実験を行った。なお、HFP 数は 30 に設定した。用いたブタ皮膚の有効透過面積
（1.77 cm2）中には約 60 本の毛が観察され、約半数である 30 の毛嚢漏斗部を埋
めることで、毛嚢を介する薬物の皮膚透過量が 50%程度になると考えられ、そ
の 50%の減少率と実際観察される減少率を比較することで毛嚢経路の透過性を
推定することが可能であると考えたためである。HFP 数と皮膚透過係数には良
好な相関が得られていることは既に前章にて示している。また、実体顕微鏡下
では視覚的に認識しづらい毛嚢も存在しており、全ての毛嚢漏斗部を埋めるこ
とは困難であったことも HFP 数の設定理由に挙げられる。加えて、本編第 1 章
で説明したように、ブタには機能的なエクリン汗腺はほとんど存在せず、角層
表面に直接出ている汗腺自体も少ない。そのため、主な皮膚透過経路は角層実
質と毛嚢の 2 つの経路に絞られる。 
水溶性のモデル化合物として、ISMN、イオン形 LC、FL そして FD-4 を選択
した。HFP 未処理の場合の EtOH 処理の影響をみると、20%EtOH によってそれ
ら化合物の皮膚透過性は上昇し、100%EtOH によってそれらの皮膚透過性は減少
した。これは本編第 1 章で示した結果と同様の傾向であった。これら化合物の
中では LogKo/wが高い ISMNや分子量が小さい LCは、分子量が大きい FLや FD-4
よりも皮膚透過性の変化が少ない傾向にあった。 
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毛嚢を主に透過する化学物質の場合、30 の HFP 処理によって、透過量は半減
することになる。ISMN では、前処理 EtOH 濃度に関わらず、HFP の透過に及ぼ
す影響は小さかった。すなわち、ISMN は主に角層実質を透過する化学物質であ
り、EtOH 処理によって角層実質の状態が変化するために透過性も変化すると考
えられた。一方、イオン形 LC では、水処理時における 30 の HFP 処理によって、
透過量が大きく減少した。これはイオン形 LC の皮膚透過には毛嚢経路が重要で
あることを示す。しかしながら、20%及び 100%EtOH で処理した場合、HFP に
よるイオン形 LC の透過量の減少率は 0%EtOH 処理時よりも小さくなった。こ
れは EtOH で処理することにより、イオン形 LC の皮膚透過に及ぼす毛嚢経路の
寄与が低くなり、角層実質経路の寄与が高まったためであると推定された。す
なわち、EtOH 処理はイオン形 LC の角層実質の透過性を変化させると考えられ
た。FL と FD-4 では、どの濃度においても HFP 処理によって透過量は大きく減
少した。これは、EtOH処理はFLや FD-4の毛嚢透過性を変化させることを示す。
Todo らは、FL や FD-4 の 3 次元培養皮膚の透過性は、ヘアレスラット皮膚のそ
れに比べて非常に低いことを報告している 46)。その理由として、培養皮膚には
皮膚付属器官が存在しないことを挙げている。このように、FL や FD-4 の皮膚
透過は、主に皮膚付属器官を介したものであると考えられ、本章の実験結果は
それをよく説明した。Alvarez-Román らは、皮膚に適用されたナノ粒子が毛嚢に
高濃度で局在することを報告し 70)、適用された粒子の径が小さいほど毛嚢の奥
まで到達することが確認されている 71,72)。また、皮膚マッサージを併用するこ
とで、粒子が毛嚢のより深部に到達することが確認されている 73)。このように、
毛嚢は水溶性の高分子量化合物や粒子の透過あるいは貯留のために重要である
ことがわかる。しかし、これらの考察は、毛嚢を単なる孔として考察すること
で説明可能なものであるが、FL や FD-4 の透過が EtOH の処理によって多様に変
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化する事実は、毛嚢経路をより複雑なものとして捉える必要性を示唆している。
100%EtOH の前処理により、毛嚢経路の透過性が著しく減少したために、FL や
FD-4 が角層実質を透過する割合が高まったのかもしれない。 
種々濃度 EtOH の前処理は角層実質及び毛嚢に影響を及ぼし、水溶性化合物の
皮膚透過性を変化させることが明らかとなった。これらの変化の要因には、EtOH
が皮膚表面や毛嚢中の皮脂、角層中の細胞間脂質を抽出することによって引き
起こされている可能性も考えられる。そこで、EtOH の脂質抽出性を TLC 法に
て確認した。その結果、20%EtOH の前処理は皮膚の脂質をほとんど抽出しない
にも関わらず、皮膚透過性を上昇させることが明らかとなった。100%EtOH の前
処理においてはわずかに脂質の抽出が確認されたものの、クロロホルム／メタ
ノールの結果と比較すると、その抽出量は非常に少なく、ほとんどの脂質が皮
膚中に残存したままであると考えられた。Hatta らも EtOH の皮膚脂質抽出作用
は非常に弱いことを報告している 52)。これらの結果は、EtOH が角層実質部や毛
嚢部の水性経路の構造自体に何らかの影響を及ぼし、水溶性化合物の皮膚透過
性を変化させることを示唆している。 
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第 4 節 小括 
 
本章では、水溶性化合物の皮膚透過性に及ぼす EtOH 前処理の影響を、角層実
質または毛嚢の皮膚透過経路ごとに評価することを目的に実験を行った。ISMN
のように HFP 処理の影響をほとんど受けない水溶性化合物がある一方で、FL や
FD-4 のように HFP 処理の影響を大きく受ける水溶性化合物も存在した。また、
イオン形 LC のように、前処理 EtOH 濃度によって HFP 処理の影響が変化する
場合もあった。 
結論として本章では、水溶性化合物の透過経路は複数存在し、どの透過経路
を介して皮膚透過するかは、透過物質の物理化学的性質に依存することを明ら
かにした。また、経皮吸収促進剤としても使用される EtOH は、水溶性化合物の
透過に重要な役割を果たす毛嚢経路にも影響することを示した。さらに、水溶
性化合物の皮膚透過性を上昇させる他の促進剤についても、毛嚢の水性経路に
影響するかもしれない。各種経皮吸収促進剤の効果が薬物の皮膚透過経路や薬
物の物理化学的性質によって異なることを応用し、症状や作用部位に応じた外
用剤の局所薬物送達が可能になるかもしれない。 
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第 3 編 
皮膚電気伝導性に及ぼすエタノール前処理の影響 32) 
 
ここまでに、EtOH の前処理は脂溶性化合物よりも水溶性化合物の皮膚透過性
に大きく影響を与えることを明らかにしてきた。その要因には水溶性化合物の
皮膚分配性、すなわち水溶性透過経路への移行性との関連が示唆されている。
水溶性化合物の皮膚透過経路には、細胞間脂質や皮膚付属器官を介する経路が
知られている 46,47,74)。細胞間脂質を構成する主な成分はセラミド類、脂肪酸類、
コレステロール類であり 75,76)、これらは全て脂溶性である。この細胞間脂質は
角層細胞を包み込むように連続相として存在する。そのため、角層組織は全体
として脂溶性の性質を持っている。しかしながら、細胞間脂質のラメラ構造中
には、水で満たされた領域も存在し、さらにはある程度の水を抱え込むことも
できるといわれている 77,78)。加えて、角層細胞自身も水によって膨らむことが
知られている 79)。毛孔表面のような皮膚付属器官の上部はバリア性の高い角層
で覆われているが、下部に入るにつれてバリア機能の低いルーズな角層となる。
水溶性化合物はそれらの領域を介して透過すると考えられる。このように、角
層組織は水溶性化合物を取り込みうる性質も持ち合わせている。 
これらの領域の透過性を明らかにするための手法に、皮膚電気抵抗値の測定
があげられる 80)。これは、電気と共に流れるイオンの透過性に対するインピー
ダンスを測定するものである。本編では、皮膚電気抵抗値の測定結果と化学物
質の皮膚透過性を照らし合わせ、水溶性化合物の透過経路に対する EtOH 前処理
の影響について考察した。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 第 1 編と同様の材料を用いた。 
 
2. 実験動物 
 第 1 編と同様の動物を用いた。 
 
3. 皮膚の摘出法 
 第 1 編と同様の方法を用いた。 
 
4. In vitro 皮膚透過実験法 
 第 1 編と同様の方法を用いた。 
 
5. 皮膚電気抵抗値の測定法 
 皮膚透過実験終了時に、表皮側及び真皮側セルに銀－塩化銀電極を入れ、皮
膚インピーダンスをインピーダンスメーター（AS-TZ-1；株式会社アサヒテクノ
ラボ、横浜、日本）を用いて測定した。なお、周波数は 10 Hz とした。 
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第 2 節 理論 
 
1. 皮膚電気伝導性の算出 
皮膚インピーダンスは、皮膚における電気の流れやすさを示す指標のひとつ
である。インピーダンスはある周波数における交流電流の流れを妨げる量とし
て定義される。本実験では、周波数を 10 Hz に固定しており、静電容量の影響は
小さい。すなわち、みかけ上は直流抵抗と同様で、皮膚電気抵抗 R（Ω）は式（8）
のように表すことができる。 
 
（8） 
 
ここで、ρは電気抵抗率（Ω･cm）、L は皮膚の厚み（cm）、A は皮膚の断面積（cm2）
である。In vitro 皮膚透過実験における皮膚インピーダンスの測定において、皮
膚の有効透過面積と共に R は変動するので、皮膚電気抵抗は R に A を乗じて標
準化して示すこととした。つまり、R･A（Ω･cm2）は皮膚を介する低分子イオン
の流れに対する抵抗とみなすことができる。実験では、低分子イオンの流れや
すさとして評価したいため、式（9）のように逆数をとって表した。 
 
（9） 
 
なお、この逆数値は標準化したコンダクタンス（1/Ω/cm2）となり、本論文で
は皮膚電気伝導性と表記する。 
  
A
L
R 
L
1
AR
1


 
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第 3 節 結果 
 
1．EtOH 処理後の皮膚電気伝導性 
前処理 EtOH 濃度と各モデル化合物（D2O、ISMN、ISDN、CA、FD-4）の透
過実験後の皮膚電気伝導性の関係について試験した。透過実験は 8 時間（ISDN）、
12 時間（D2O、ISMN）、30 時間（CA、FD-4）実施した。なお、これらの透過時
間で各モデル化合物の皮膚透過は定常状態になっている。皮膚電気伝導性は、
YMP を用いた皮膚透過実験後の皮膚インピーダンスより算出した。Fig. 17 に皮
膚電気伝導性と EtOH 前処理濃度に対する関係を示す。脂溶性化合物の ISDN、
水の D2O、水溶性化合物の ISMN、CA、FD-4 のいずれの化学物質の透過実験時
においても、皮膚電気伝導性は 20%、40%の EtOH 前処理で高くなり、60%以上
では EtOH 濃度が高くなるにつれ、皮膚電気伝導性は低くなった。 
 
 
Fig. 17  Effect of EtOH pretreatment on the electrical skin conduction 
Symbols: D2O (○), ISMN (□), ISDN (◇), CA (△), FD-4 (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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2．皮膚透過係数と皮膚電気伝導性の関係 
続いて水溶性化合物である ISMN、CA、FD-4 の透過実験後の皮膚電気伝導性
と各モデル化合物の皮膚透過係数との関係をFig. 18に示す。それぞれ0%EtOH、
つまり、水処理時の値を基準として、それぞれの化合物で EtOH 濃度を変化させ
たときのそれぞれの変化を比で表した。なお、皮膚透過係数は第 1 編で得られ
た結果を用いた。ISMN については、皮膚電気伝導性と皮膚透過係数の変化の傾
向は同様であった。CA と FD-4 では皮膚透過性の変化の方が大きかった。特に
100%EtOH 処理後の皮膚電気伝導性は、水処理時よりもわずかに低いレベルであ
ったにも関わらず、CA と FD-4 の皮膚透過係数は著しく低かった。 
 
 
Fig. 18  Effect of EtOH pretreatment on the normalized electrical skin conduction (○) 
and permeability coefficient of hydrophilic compounds (●).  The normalized data were 
calculated by dividing the value of electrical skin conduction and permeability coefficient 
with EtOH treatments by those for 0% EtOH. 
Each point represents the mean ± S.D. (n=3‒7). 
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第 4 節 考察 
 
水溶性化合物の皮膚透過経路は、水で満たされているまたは水が容易に浸入
できる、もしくはその両方であると考えられる。本研究における in vitro 皮膚透
過実験では、ドナーとレシーバーの溶媒として PBS を用いており、Na+や Cl-と
いった低分子イオンが水中に溶けている。皮膚インピーダンスメーターで皮膚
膜間の電流の抵抗を測り逆数で表すことは、Na+や Cl-の皮膚間の移動のし易さ、
すなわち、角層実質や毛嚢中の水溶性の皮膚透過経路の状態を示すことになる。
つまりは、EtOH 前処理による皮膚電気伝導性の変化は皮膚を介する低分子イオ
ンの流束が変化するということを示している。なお、皮膚電気抵抗値から推測
できる Na+や Cl-イオンの皮膚透過性は、透過物質の影響を受ける可能性を考慮
し、皮膚電気抵抗値は各モデル化合物の皮膚透過実験後に測定することとした。 
皮膚電気伝導性は、どの化合物の透過実験後においても、前処理 EtOH 濃度の
上昇に伴い増加し、20%、40%EtOH の前処理で最も高かった。また、前処理 EtOH
濃度が 40%を超えると、EtOH 濃度の上昇に伴い皮膚電気伝導性は低下した。そ
の変化は、D2O では 0.3‒0.4 (1/kΩ/cm
2
)、CA では 0.3‒0.7 (1/kΩ/cm2)、ISMN、ISDN
及び FD-4 では 0.2‒0.6 (1/kΩ/cm2)となった。溶液中に含まれるイオンの濃度が、
D2O 適用時には PBS を希釈していることから 1/2 であり、CA 適用時には化合物
由来の Na+も含まれて高くなっているため、皮膚電気抵抗値の逆数の絶対値（電
気伝導性）とその変化の幅が ISMN、ISDN、FD-4 のそれとは異なっていたが、
EtOH 濃度との関連は、モデル化合物によらず同じ傾向であった。また、皮膚電
気伝導性は前処理 EtOH 濃度にかかわらず、全ての条件下で一定値以上であるこ
とが確認され、いずれの EtOH 濃度での処理後においても、Na+や Cl-の皮膚透過
性は担保されていることがわかる。ヒト皮膚においても EtOH の皮膚電気抵抗へ
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の影響が既に報告されており、皮膚電気抵抗は 25‒75%EtOH の処理で低く、0%
や 100%EtOH の処理ではそれよりも高いことがわかっている 79) 。本結果は、そ
の報告と一致している。 
そこで、水溶性化合物の皮膚透過性との関連について考察を試みた。ISMN で
は皮膚電気伝導性と皮膚透過係数の変化の傾向はほぼ同じであった一方、CA と
FD-4 の場合の変化は中間濃度で極大を持つ特徴は一致したが、特に高濃度 EtOH
の処理において皮膚電気伝導性と皮膚透過係数の挙動には大きな違いがみられ
た。100%EtOH 処理時において、CA や FD-4 の皮膚透過性は大きく低下するが、
Na
+や Cl-の一定の皮膚透過性は担保されている。これは、第 1 編でも述べたサ
イズの異なる複数の透過経路の存在を考えることで説明できるかもしれない。
すなわち、高濃度 EtOH の処理によって水溶性化合物の透過経路のうち、サイズ
が大きいものが減る一方、サイズが小さなものが増えるという変化が生じてい
る可能性が考えられる。100%EtOH 処理による皮膚透過性の減少は CA よりも分
子量の大きい FD-4 の方で影響がより大きく、Na+や Cl-が ISMN と同程度のサイ
ズ特性を有するのに対して、より大きいサイズの CAやさらに大きい FD-4 では、
100%EtOH 処理によって変化した角層構造に関係した透過経路のサイズの変化
の影響を強く受けたと考えられる。ブタ皮膚においては、角層実質と毛嚢中に
化学物質の水性経路が存在し、ISMN は主に角層実質を、FD-4 は主に毛嚢を透
過することを第 2 編にてすでに明らかにしている。これらの実験結果を総合す
ると、皮膚中の水性経路は複数種類存在し、それぞれの透過経路に及ぼす EtOH
水溶液の影響が、その濃度によって異なるとともに、水溶性化合物の種類によ
ってそれぞれの透過経路の寄与率が異なるため、皮膚透過性との挙動の関連性
がかわってくると考えられる。Kim らは N-lauroyl sarcosine とペプチドの一種で
ある magainin の適用は細胞間脂質の領域に細孔経路を形成し、FLの皮膚透過性
63 
 
を上げるものの、分子量の大きな CA や FD-4 の皮膚透過性は大きく変化しない
ことを報告している 81,82)。これは、水溶性薬物の皮膚透過性はイオンの皮膚透
過性と必ずしも一致せず、透過物の大きさを考慮する必要を示唆するものであ
る。 
今回の実験において、皮膚電気伝導性や ISMN の皮膚透過性に及ぼす EtOH 濃
度の影響は同じ傾向を示した。Na+や Cl-は、ISMN と同様に主に角層実質を透過
すると考えられる。よって、皮膚インピーダンスの測定は、角層実質を主に透
過する比較的分子量の小さい水溶性化合物の皮膚透過性を予測するための手段
に成り得ると考えられた。本研究では EtOH を前処理に用いているが、他の化学
的促進剤の存在下でも同様な化学物質の皮膚透過は皮膚電気抵抗の間に相関が
存在することが知られている 83)。 
CA の皮膚透過性に及ぼす EtOH の影響は FD-4 のそれの場合と同様の傾向で
あったので、CA は FD-4 と同様に主に毛嚢部を透過すると考えられる。ただし、
100%EtOH 処理時はそれら化合物の毛嚢部の透過性が著しく低下するため、角層
実質経路の寄与が相対的に上昇すると思われる。100%EtOH による毛嚢部の透過
性低下は、定性的には毛嚢の水性経路が狭まるとすることで説明可能であるが、
CA、FD-4 の分子量はそれぞれ 668、3300‒4400 であり、100%EtOH 処理により
どちらの分子量の化合物においても皮膚透過性がほとんど観察されないレベル
まで低下する理由については十分説明できない。同様な 100%EtOH 処理による
水溶性の高分子量化合物の透過性の低下は、角層実質部分においても生じてい
ると考えられることから、全体の現象をより良く理解するためには、角層の構
造が各濃度の EtOH 処理によってどのように変化するのか、分子レベルで解明す
る必要があると思われる。 
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第 5 節 小括 
 
本編では、水溶性化合物の皮膚透過経路の状態に及ぼす EtOH 水溶液による皮
膚前処理の影響を皮膚電気伝導性から調べた。皮膚の水性経路には、角層実質
と皮膚付属器官を介する経路が考えられるが、Na+や Cl-といった低分子イオン
は主に角層実質を介して拡散しうるので、電気伝導性の評価の結果は角層実質
の水性経路の状態を反映していると考えられる。一方、水溶性化合物がどの経
路を介して透過するかは、その化合物の物理化学的性質によって異なると思わ
れた。さらに、EtOH 処理の影響もその適用濃度によって異なると考えられた。
ここまでの研究により、水溶性化合物の皮膚透過経路に及ぼす EtOH 適用の影響
について、皮膚透過係数の変化や透過経路の状態及び寄与などから考察してき
たが、更なる理解のためには角層の構造を分子レベルで評価する必要があると
思われる。 
  
65 
 
第 4 編 
角層の秩序構造に及ぼすエタノールの影響 84) 
 
第 1‒3 編にて、水溶性化合物の皮膚透過性に及ぼす EtOH 適用の影響を、角層
実質経路と毛嚢経路に分けた評価について述べた。その結果、EtOH 水溶液によ
る皮膚処理の影響はその濃度によって異なり、水溶性化合物の大きさの違いに
よってもその皮膚透過性が異なることを明らかにした。そしてその根本的な要
因として、EtOH 水溶液による角層中の水溶性物質の透過経路の構造的な変化が
重要であることが示唆された。しかしながら、化学物質の皮膚透過性評価だけ
では、EtOH が角層にどのような構造的変化を与えたのか明らかにすることはで
きない。また、EtOH の角層に対する分子レベルでの詳細な作用メカニズムにつ
いてはほとんど明らかになっていない。 
角層は主に角層細胞と細胞間脂質から成り立っている。その構造はレンガモ
ルタルモデルと提唱されたように 85)、角層細胞は細胞間脂質の中に埋め込まれ
ている。細胞間脂質は、セラミド類、脂肪酸類、コレステロール類、水などの
多成分から成り立っており、それらはラメラ構造を形成している。また、角層
細胞の中にはソフトケラチンと呼ばれるタンパク質が詰まっている。EtOH 適用
時においてそれら構造を観察することにより、角層の構造変化に及ぼす EtOH の
作用メカニズムを明らかにできると考えた。そこで本研究では、物質を分子レ
ベルで詳細に評価できる放射光 X 線を用いた小角・広角Ｘ線回折実験を行い、
角層の細胞間脂質構造やソフトケラチンのフィブリル構造に及ぼす EtOH 水溶
液の影響についての詳細な解析を行った。 
動物角層を用いたX線回折実験の研究として、ヘアレスマウス角層の実験 86,87)、
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ヘアレスラット角層の実験 88)、ブタ角層の実験 89,90)が報告されており、周期的
構造は共通の特徴を有している。特にヘアレスマウスでは種全体に亘って共通
な周期構造の X 線回折プロファイルが現れ、研究報告も多い。そこで、EtOH の
角層構造への影響が種間で共通であるとの仮定のもと、各 EtOH 濃度が及ぼす角
層構造の微小な変化を捉えることに主眼をおき、ヘアレスマウス角層を主に用
いることとした。また、透過実験に用いたブタ角層についても検討を試みた。
なお、ヒト角層の X 線回折プロファイルも報告されているが 91,92)、ヒト角層と
ヘアレスマウス角層では非常に近い構造が出現することがわかっている。 
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第 1 節 実験方法 
 
1. 実験材料 
 EtOH は第 1 編と同様のものを用いた。トリプシン、トリプシンインヒビター
は Sigma-Aldrich Co., Ltd.のものを用いた。その他の試薬及び溶媒は市販の特級
もしくは HPLC 用のものを精製せずに用いた。 
 
2. 実験動物 
 雄性ヘアレスマウス（HR-1, 8-9 週齢）及び冷凍された三元ブタ耳介は、株式
会社埼玉実験動物供給所から購入した。冷凍されたブタ耳は実験開始まで-30˚C
で保管された。すべての実験は城西大学動物実験規定に従って行った。 
 
3. 角層組織の分離法 
 ペントバルビタールナトリウム（50 mg/kg, i.p.）麻酔下の雄性ヘアレスマウス
の腹部及び背部皮膚を摘出し、余分な脂肪を取り除いた。 
冷凍されたブタ耳介はジップ付きのポリ袋に密封し、37˚C の温水で解凍した。
解凍後、精製水で皮膚表面を軽くすすいだ。電動バリカン及び電動シェーバー
にて剃毛後、メスを用いて皮膚を摘出した。その後、表皮及び真皮上層部をダ
ーマトームにて真皮下層及び皮下組織及び皮下脂肪と分離した。 
摘出後に処理したヘアレスマウス及びブタ皮膚は、PBS で調整した 0.1%（w/v）
トリプシン溶液で満たし、4˚C で 16 時間放置した。その後、37˚C で 4 時間のイ
ンキュベーションを行い、皮膚から角層を丁寧に剥離した。剥離した角層は、
0.1%（w/v）トリプシンインヒビター水溶液で処理し、蒸留水で良く洗い流した。
トリプシンインヒビター水溶液処理と蒸留水の洗い流しの工程は 3 回繰り返し
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た。その後、乾燥剤としてシリカゲルを用い、真空デシケーター内で一晩放置
し、乾燥した角層組織を得た。 
 
4. サンプル調製法 
乾燥させた角層に、0%、20%、40%、60%、80%、100%（v/v）に調製した EtOH
水溶液を 2 時間適用した。EtOH 処理した角層は、窒素還流下で、角層中の EtOH
水溶液の含量が 20 wt%となるように調整した。得られた角層は、約 5 mg ずつガ
ラス製のキャピラリーチューブに詰め、直ちにシールした。なお、EtOH 濃度ご
とに n = 13‒16 に及ぶサンプルを調製した。サンプル調製には複数個体の角層を
使用するため、特定の EtOH 濃度の処理において、特定の部位や特定の個体に由
来した角層が偏りの無いように割り振られた。 
 
5. X 線回折実験法 
 本実験は、課題番号 2012B1255 において SPring-8（兵庫、日本）の BL40B2
にて小角・広角 X 線回折測定を行った。波長（λ）0.0709 nm（17.5 keV）、カメ
ラ長 500 nm、300 mm 角のイメージングプレート（R-AXIS IV; 株式会社リガク、
東京、日本）を用いて回折像を取得した。露光時間は 15 秒とした。散乱ベクト
ル S（= (2/λ) sin (2θ/2) 、θは散乱角）はベヘン酸銀（格子定数 d = 5.838 nm）を
用いて校正を行った。得られた回折像を一次元化してから、それぞれの回折ピ
ークをガウス関数にフィッティングして、ピーク位置及び半値幅を解析した。 
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第 2 節 理論 
 
1. 回折プロファイルの算出 
 角層の X 線回折実験から得られた回折パターンは、円環平均で一次元強度プ
ロファイルに変換した。このとき得られる波数ベクトル q（nm-1）は式（10）の
ように表される。 
 
（10） 
 
ここで Bragg の法則の式を変換し、q を 2πで除すると、面間隔の逆数 S（nm-1）
を式（11）のように導き出すことができる。 
 
（11） 
 
式中の d は格子面の間隔（nm）を示す。一次元化した回折プロファイルは、
横軸に S、縦軸に散乱強度をとって表した。 
SPring-8 の BL40B2 では、S = 0.05‒3.0 nm-1の範囲に及ぶ小角と広角の X 線回
折同時測定を行った。小角領域に散乱強度の強い回折ピークがある場合、それ
よりも広角側に高次の回折ピークが検出される。小角領域には細胞間脂質を構
成する炭化水素鎖の軸方向に周期性をもつ、層周期がおよそ 13 nm の長周期ラ
メラ構造及び層周期がおよそ 6 nmの短周期ラメラ構造に由来する回折ピークが
あらわれ、S = 0.077 nm-1 及び S = 0.167 nm-1付近にそれぞれの 1 次回折ピークが
検出される 91,93)。炭化水素鎖と直交する断面内で並ぶ炭化水素鎖の充填構造に
は六方晶と斜方晶が存在する。六方晶の格子定数は 0.41 nm であり、斜方晶の格
λ
θπsin4
q 
πλ
θ
2
qsin2
d
1
S 
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子定数は 0.41 nm と 0.37 nm であることから、S = 2.4 nm-1付近に六方晶及び斜方
晶由来の、S = 2.7 nm-1付近に斜方晶由来の回折ピークが認められる 94)。中角領
域の S = 1.0 nm-1付近には、角層細胞内でゆるく構造形成したソフトケラチンを
形成するプロトフィブリルに由来する回折ピークが検出される 89)。 
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第 3 節 結果 
 
1.  ヘアレスマウス角層の秩序構造に及ぼす EtOH 濃度の影響 
  Fig. 19 に種々濃度の EtOH 水溶液を適用したヘアレスマウス角層の S = 0.05‒
3.0 nm
-1の範囲の X 線回折プロファイルを示す。1 濃度につき、ほぼ同体積の十
数個のサンプルの X 線回折像を取得し、平均プロファイルとして示した。小角
領域には細胞間脂質を構成しているラメラ構造の周期に由来するピークが観察
され、広角領域にはラメラ構造中の炭化水素鎖の充填構造に由来するピークが
観察された。 
 
 
Fig. 19  X-ray diffraction profiles in the hairless mouse stratum corneum as a function of 
the concentration of EtOH, where n is the number of stratum corneum samples. 
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Fig. 20aに S = 0.10‒0.40 nm-1の範囲の小角領域のX線回折プロファイルを示す。
S = 0.12 から 0.25 nm-1にかけて、長周期及び短周期ラメラ構造に由来する 3 つの
回折ピークが重なっているが、この領域のプロファイルが EtOH 濃度によって変
化した。加えて、S = 0.30 nm-1付近及び S = 0.37 nm-1付近に、長周期及び短周期
ラメラ構造に由来する単一の回折ピークがそれぞれ確認された。Fig. 20b に S = 
2.0‒3.0 nm-1の範囲の広角領域の X 線回折プロファイルを示す。S = 2.4 nm-1付近
の回折ピークは六方晶と斜方晶由来で、S = 2.7 nm-1付近の回折ピークは斜方晶
由来である。この角層試料では S = 2.7 nm-1付近の斜方晶由来の回折ピークが割
れていた。 
 
 
Fig. 20  Small-angle X-ray diffraction profiles (a) and wide-angle X-ray diffraction 
profiles (b) in the hairless mouse stratum corneum as a function of the concentration of 
EtOH, where n is the number of stratum corneum samples. 
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2.  小角領域における回折ピークの解析 
さらに、Fig. 20a に示した小角領域で回折ピークが重なり合う部分（S = 0.12‒
0.25 nm
-1）のスペクトルデータにガウシアン関数を用いてフィッティングを行い、
個々の回折ピークを解析した。典型例として、Figs. 21a, b に、60%及び 100%EtOH
処理時のヘアレスマウス角層の小角領域の回折ピークに対するフィッティング
解析の結果をそれぞれ示す。S = 0.12‒0.25 nm-1の領域においては、長周期ラメラ
構造の 2 次と 3 次の回折ピーク、短周期ラメラ構造の 1 次の回折ピークが測定
されている。Figs. 21a, b で示されるように、小角領域の X 線回折プロファイル
は 3 つのガウシアンカーブとバックグラウンド直線の合計に良く合致した。ま
た、Fig. 21c に 100%EtOH 処理時の長周期ラメラ構造の 4 次の回折ピークのフィ
ッティング解析の結果を示す。 
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Fig. 21  Typical curve fitting analysis to small-angle X-ray diffraction profiles of the 
stratum corneum of hairless mice treated with 60% EtOH (a) and 100% EtOH (b, c).  
The thin solid line shows the mean of raw small-angle X-ray diffraction profiles.  The 
thick solid line indicates the best-fitted curve composed of the sum of Gaussian dotted 
curves and a linear background dotted line. 
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Table 5a 及び b に種々濃度の EtOH 処理時における長周期及び短周期ラメラ構
造由来の周期と半値全幅値を示す。短周期ラメラ構造の周期及び半値全幅値は
１次の回折ピークから直接得たのに対して、長周期ラメラ構造の周期及び半値
全幅値はバックグラウンドが平坦且つフィッティング解析のために十分な強度
を有する 4 次の回折ピークから求めた。さらに、各 EtOH 処理濃度に対する水処
理時の周期及び半値全幅値との比を Fig. 22 に示す。長周期ラメラ構造において
は、周期やピーク幅に及ぼす EtOH 濃度の影響は小さかった。一方、短周期ラメ
ラ構造に対しては 20‒80%EtOH で周期が狭まり、20‒60%EtOH でピーク幅が拡
がった。すなわち、EtOH は短周期ラメラ構造の秩序化と無秩序化の両方を引き
起こす作用を持つことから、その作用は一義的でないことが分かった。 
 
Table 5  The repeat distance (a) and full width at half maximum (b) obtained from the 
4th order diffraction peak for the long lamellar structure and the 1st order diffraction 
peak for the short lamellar structure as a function of the EtOH concentration. 
 
 
 
  
a) Repeat distance (nm)
EtOH concentration (% (v/v)) 0 20 40 60 80 100
Long lamellar structure 13.26 13.30 13.30 13.33 13.30 13.17
Short lamellar structure 6.29 6.13 6.13 5.86 5.95 6.42
b) Full width at the half maximum (×10-2 nm-1)
EtOH concentration (% (v/v)) 0 20 40 60 80 100
Long lamellar structure 0.93 0.89 0.89 0.91 0.85 0.88
Short lamellar structure 1.84 2.59 2.52 2.83 1.97 1.33
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Fig. 22  Effects of EtOH treatment on the repeat distances (○ or ●) and the full widths at 
half maximum (△ or ▲) for the 4th order diffraction of the long lamellar structures and 
the 1st order diffraction of the short lamellar structures.  The normalized data were 
calculated by dividing the values of repeat distances and full width at half maximum with 
EtOH treatments by those for 0% EtOH.  The open circle or open triangle and the closed 
circle or closed triangle show the long lamellar structures and the short lamellar structures, 
respectively. 
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3.  広角領域における回折ピークの解析 
Fig. 20b に示すように、広角領域には、S = 2.4 nm-1付近に六方晶及び斜方晶由
来の、S = 2.7 nm-1付近に斜方晶由来の回折ピークが認められた。なお、S = 2.7 nm-1
付近の斜方晶由来の回折ピークが 2 つに割れていると仮定し、Fig. 21 と同様の
解析を行い、S = 2.64 nm-1付近と S = 2.67 nm-1付近のピークに分離した。S = 2.7 
nm
-1 付近の割れた回折ピークは 2 つのガウシアンカーブとバックグラウンド直
線の合計に良く合致した。これらの回折ピークから求めた格子定数を Fig. 23 に、
各 EtOH 処理濃度に対する水処理時の半値全幅値との比を Fig. 24 に示す。その
結果、六方晶及び斜方晶の格子定数やピーク幅に及ぼす EtOH 濃度の影響は非常
に小さいことが明らかになった。 
 
Fig. 23  Effects of EtOH treatment on the lattice constants for the diffraction peaks at S = 
2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
.  The open circle, open triangle, and open 
square show the diffraction peaks at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
, 
respectively. 
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Fig. 24  Effects of EtOH treatment on the normalized full widths at half maximum for the 
diffraction peaks at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
.  The normalized data 
were calculated by dividing the values of full width at half maximum with EtOH 
treatments by those with 0% EtOH.  The open circle, open triangle, and open square 
show the diffraction peak at S = 2.4 nm
-1
, S = 2.64 nm
-1
, and S = 2.67 nm
-1
, respectively. 
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4.  中角領域における回折ピークの解析 
次に、中角領域の S = 1.0 nm-1付近に観察される、ソフトケラチン由来の広い
幅の回折ピークの解析を行った。Fig. 25 に種々濃度の EtOH 水溶液を適用したヘ
アレスマウス角層の X 線回折プロファイルを示す。 
 
 
Fig. 25  Medium-angle X-ray diffraction profiles in the hairless mouse stratum corneum 
as a function of the concentration of EtOH, where n is the number of stratum corneum 
samples. 
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さらにそれぞれの回折ピークに対して Fig. 21 と同様の解析を行い、ピークの
位置とピーク幅の変化を求めた。Fig. 26 に種々濃度の EtOH 処理時におけるソフ
トケラチンのプロトフィブリル構造由来の回折ピーク位置の逆数（プロトフィ
ブリル間距離）と半値全幅値の変化を示す。EtOH 濃度の上昇と共に、回折ピー
ク位置の逆数が拡がり、ピークの幅は増大した。よって、EtOH は角層細胞中の
ソフトケラチンを構成するフィブリルのパッキングを緩ませることで構造を乱
すことが分かった。 
 
 
Fig. 26  Effects of the EtOH treatment on the reciprocal of the peak position (○) and the 
full width at half maximum (△) for the soft keratin 
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5.  ブタ角層の秩序構造に及ぼす EtOH 濃度の影響 
ここまでヘアレスマウス角層の構造に及ぼす種々濃度の EtOH 水溶液の影響
を示したが、透過実験はブタ皮膚を用いていることから、ヘアレスマウス角層
でみられた傾向がブタ角層においても確認されるかどうかを確認した。Fig. 27
にブタ角層の S = 0.05‒3.0 nm-1の範囲の X 線回折プロファイルを示す。1 濃度に
つき、ほぼ同体積の十数個のサンプルの X 線回折像を取得し、平均プロファイ
ルとして示した。小角領域には細胞間脂質を構成しているラメラ構造の周期に
由来するピークが観察され、広角領域にはラメラ構造中の炭化水素鎖の充填構
造に由来するピークが観察されたものの、それらのピーク強度はヘアレスマウ
ス角層の場合と比較して弱かった。 
 
Fig. 27  X-ray diffraction profiles in the pig stratum corneum as a function of the 
concentration of EtOH, where n is the number of stratum corneum samples. 
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Fig. 28aに S = 0.120‒0.245 nm-1の範囲の小角領域のX線回折プロファイルを示
す。この領域では細胞間脂質中のラメラ構造の周期に由来する回折ピークが見
られ、その挙動は EtOH 濃度によって異なったものの、ピーク強度が弱いため、
ピーク分離による解析はできなかった。Fig. 28b に S = 2.0‒3.0 nm-1の範囲の広角
領域の X 線回折プロファイルを示す。S = 2.4 nm-1付近の回折ピークは六方晶由
来の回折ピークであると思われ、その強度は弱い。一方、斜方晶由来の回折ピ
ークは観察されなかった。 
 
 
Fig. 28  Small-angle X-ray diffraction profiles (a) and wide-angle X-ray diffraction 
profiles (b) in the pig stratum corneum as a function of the concentration of EtOH, where 
n is the number of stratum corneum samples. 
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Fig. 29 に S = 0.96 nm-1付近に観察されるソフトケラチンによる回折ピークを
示す。さらにそれぞれの回折ピークに対して Fig. 21 と同様の解析を行い、ピー
クの位置とピーク幅の変化を求めた。Fig. 30 に種々濃度の EtOH 処理時における
ソフトケラチンのプロトフィブリル構造由来の回折ピーク位置の逆数（プロト
フィブリル間距離）と半値全幅値の変化を示す。EtOH 濃度の上昇と共に、回折
ピーク位置の逆数が拡がり、ピークの幅は増大した。よって、EtOH は角層細胞
中のソフトケラチンを構成するフィブリルのパッキングを緩ませることで構造
を乱すことが分かった。この挙動はヘアレスマウス角層とブタ角層で同様の傾
向であった。 
 
 
Fig. 29  Medium-angle X-ray diffraction profiles in the pig stratum corneum as a 
function of the concentration of EtOH, where n is the number of stratum corneum 
samples. 
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Fig. 30  Effects of the EtOH treatment on the reciprocal of the peak position (○) and the 
full width at half maximum (△) for the soft keratin 
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第 4 節 考察 
 
SPring-8 の高輝度の放射光を用いた X 線回折測定は、多成分系で複雑な角層
構造中の規則的構造部分を分子レベルにて詳細に観測するための有用な方法で
ある。我々は、ヘアレスマウス角層に種々濃度の EtOH 水溶液を適用し、角層の
X 線回折像がどのように変化するかを試験した。皮膚表面の水分量は 20‒30 wt%
であり 95)、20‒30 wt%の水分量でラメラ構造が最も安定化する 96)ことがわかって
いる。そのため、本実験では、角層中の EtOH 水溶液の含量を 20 wt%に設定し
た。しかしながら、サンプル間の結果を比較することは非常に難しいことが知
られている。ヘアレスマウスに限らず、ヒトやラットやブタ角層においても、X
線回折実験において部位差や個体差によるばらつきがあり、１サンプル同士の
結果の比較では、それらばらつきの影響を無視できないためである。そのため、
皮膚角層構造に及ぼす EtOH 濃度とその濃度変化を分子レベルで詳細に解明し
た研究報告はこれまでにない。そこで今回の実験では、適用 EtOH 濃度毎に n = 
13‒16 にも及ぶ数多くのサンプルを用意し、得られた X 線回折プロファイルを
平均して解析し、部位差や個体差のばらつきの問題をできるだけ減らすことと
した。その結果、角層構造に及ぼす EtOH 濃度の影響をはじめて詳細に観察する
ことができた。 
細胞間脂質中に形成されている秩序構造には、炭化水素鎖の軸方向に周期性
を持つ長周期ラメラ構造と短周期ラメラ構造があり、今回のヘアレスマウス角
層においても、これらの構造に由来する回折ピークは小角領域にて検出された。
Fig. 21a に示すように S = 0.12 から 0.25 nm-1にかけて、長周期ラメラ構造及び短
周期ラメラ構造に由来する 3 つの回折ピークが観察された。この領域で観察さ
れる 3 つの回折ピークは重なり合っているため、回折ピークから小さな構造変
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化を捉えるのは非常に難しい。特に短周期ラメラ構造の回折ピークは、長周期
ラメラ構造の回折ピークに比べて周期が短く強度も小さいため、構造を解析す
るには 1 次回折ピークを単離する必要があった。そこで、3 つのガウシアンカー
ブとバックグラウンド直線を組み合わせたフィッティング解析を行ったところ、
短周期ラメラ構造の周期と半値全幅値を割り出すことが出来た。一方、長周期
ラメラ構造においては、2 次と 3 次の回折ピークが他の回折ピークと重なってい
る上に、バックグラウンドも平坦な直線ではない。長周期ラメラ構造の 4 次回
折ピークは、単一且つ平坦なバックグラウンドであるという特徴を持ち、フィ
ッティング解析のための十分な強度も有している。そのため、長周期ラメラ構
造の周期と半値全幅値は 4 次回折ピークから算出した。 
その結果、EtOH 水溶液はヘアレスマウス角層中の長周期ラメラ構造よりも短
周期ラメラ構造に大きく影響を及ぼすことが明らかとなった。短周期ラメラ構
造は水層を有するという報告があり 96,97)、角層中の水層を含む厚みが外部の極
性溶媒によって変化することを明らかとした。本実験において観察された短周
期ラメラ構造の周期の変化も、この水層に EtOH が入り込むことによって引き起
こされたのかもしれない。短周期ラメラ構造中の水層領域はセラミドなどの分
子の極性頭部が向かい合った構造をしており、その間の部分に水層を保持して
いる。適用された EtOH はその水層中で混ざり合うだけでなく、水層とセラミド
などの分子の極性頭部の境界面に EtOH の水酸基を水層側に向ける形で配向し
ていると考えられる 98)。EtOH と水が混合している領域では、EtOH・水系の体
積収縮が起こる可能性がある。周期が EtOH 濃度依存的に狭まる挙動を見せなか
ったのは、それらのためかもしれない。一方、回折ピーク幅は、0%から 60%ま
での EtOH 濃度の増加と共に拡がり、80%以上の高濃度ではむしろ狭まった。す
なわち、短周期ラメラの構造は、低濃度 EtOH の処理で乱れるものの、高濃度
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EtOH の処理では秩序化してくる。水層中では当然ながら、水分子と EtOH 分子
のセラミド等の分子の極性頭部との相互作用の違いがあると考えられる。また、
水の濃度が高い領域では水分子が構造化し、EtOH 濃度が高い領域では EtOH 分
子が構造化しているが、それらの中間の領域では水分子とエタノール分子が構
造化していない、すなわち、乱れた状態になっていることが考えられる。100%
まで EtOH 濃度を上げると、短周期ラメラ構造の周期長やピーク幅が 0%EtOH
処理時の値に見かけ上は戻っているように見えるが、実際には異なる秩序構造、
すなわちより周期が長く安定した構造をとっていると思われる。この特殊な構
造が、FD-4 などの水溶性の高分子量化合物の透過性を極度に低下させているこ
とが推察できる。以上のメカニズムによって起こる短周期ラメラ構造の変化の
イメージを Fig. 31 に示す。 
 
 
Fig. 31  Schematic model of change to the short lamellar structure in intercellular lipids 
with EtOH 
 
Treatment
with EtOH
Water molecule
Hydrocarbon chain
EtOH molecule
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なお、ブタ角層においても EtOH 濃度に応じてラメラ構造が変化することは確
認されたが、ピーク強度が弱かったために詳細な解析はできなかった。なお、
Kwak らはセラミドを含む人工の細胞間脂質モデル膜の構造に及ぼす種々濃度
の EtOH 水溶液の影響を報告している 99)。その研究では、EtOH はセラミドより
もむしろ脂肪酸に影響を及ぼすことによって、人工の細胞間脂質モデル膜の構
造が乱れている。我々の実験結果とあわせると、EtOH 水溶液の影響を受けやす
い短周期ラメラ構造のセラミドの含有率は、その影響を受けにくい長周期ラメ
ラ構造のそれよりも低いことが考えられる。 
一方、炭化水素鎖と直交する断面内で並ぶ炭化水素鎖の充填には六方晶と斜
方晶があり、これらの構造に由来する回折ピークは広角領域にて検出される。
今回のヘアレスマウス角層の試料では、斜方晶に由来する S =2.7 nm-1付近の回
折ピークが割れていたが、割れたピークは 2 つのガウシアンカーブと良く一致
したことから、ヘアレスマウス角層中の細胞間脂質には 2 種類の斜方晶が存在
していることが考えられる。六方晶及び斜方晶に由来する格子定数やピーク幅
に及ぼす EtOH 濃度の影響はほとんどみられなかった。ブタ角層では六方晶の回
折ピークのみが見られ、ヘアレスマウス角層と同様に、格子定数やピーク幅に
及ぼす EtOH 濃度の影響はほとんどみられなかった。 
電子顕微鏡による角層断面の形態観察からわかるように、角層の構成比は細
胞間脂質よりも角層細胞の方が断然に高く 100)、角層を形成する組織として、細
胞間脂質に包み込まれた角層細胞も重要である。角層細胞内では、ケラチン繊
維が凝集し、充満している。ソフトケラチン由来の回折ピークが中角領域の S = 
0.96 nm
-1 付近に検出され、このピーク位置の逆数が角層細胞中のプロトフィブ
リル間距離を示すことになる。今回のヘアレスマウス角層やブタ角層の実験に
おいても、S = 0.96 nm-1付近に回折ピークが観察され、プロトフィブリル間距離
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とピーク幅の解析を行った。その結果、どちらの角層においても、EtOH 濃度の
上昇と共にプロトフィブリル間距離は拡がり、ピーク幅も拡がった。角層細胞
中に EtOH が入り込む報告もあることから 52)、EtOH は濃度依存的に、角層細胞
中のソフトケラチンを構成するフィブリルのパッキングを緩ませて構造を乱す
と考えられた。この要因の一つに、EtOH によるケラチンタンパク質の変成作用
が影響しているのかもしれない。これはソフトケラチンに対する EtOH 濃度依存
的な作用と矛盾しない。 
本編では、角層の秩序構造に及ぼす EtOH 水溶液の影響を明らかにした。EtOH
水溶液は角層の長周期ラメラ構造にはほとんど入り込まず、炭化水素鎖の充填
構造にもほとんど影響しないが、短周期ラメラ構造やフィブリル構造に大きく
影響することがわかった。EtOH 水溶液がもたらす角層構造の変化は、EtOH 含
有外用剤を皮膚に適用した際の薬物皮膚透過性にも大きく関係することを示唆
する。第 1 編にて、ブタ皮膚を用いた in vitro 皮膚透過実験により、種々化学物
質の皮膚透過性に及ぼす EtOH 水溶液処理の影響を検討したところ、低濃度
EtOH の水溶液は水溶性化合物の皮膚透過性を上昇させたものの、高濃度 EtOH
の水溶液ではむしろ水溶性化合物の皮膚透過性を減少させることを明らかにし
ている 32)。EtOH 水溶液の皮膚処理により、化学物質の角層への分配性や角層中
での拡散性が変化することが予想されたものの、化学物質の皮膚透過性が変化
するメカニズムまでは解明されていなかった。本編で明らかとなった、低濃度
から中間濃度の EtOH 水溶液を角層に 20 wt%含ませた条件で観察された短周期
ラメラ構造の大きな乱れと、高濃度条件で観察された特殊な秩序化、そしてソ
フトケラチンの性質の濃度依存的変化は、前処理であるという点で条件は異な
るものの、物理化学的性質が異なる各化学物質の皮膚透過性への EtOH の影響を
説明する上で重要な知見である。特に、EtOH 濃度に比例して直線的な変化を示
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さない短周期ラメラ構造の挙動は、第 1 編で報告した種々濃度 EtOH の皮膚処理
による水溶性化合物の透過性変化の挙動との間において、中間濃度の EtOH で極
大の変化を持つ共通の特徴を有している。化学物質が角層を透過する場合、皮
膚透過性は、基剤から角層への化学物質の分配性と、角層中の化学物質の拡散
性に大きく支配される。脂溶性化合物は細胞間脂質中の疎水性域に分配して拡
散するが、一方，水溶性化合物は細胞間脂質中の水性域あるいは角層細胞中に
分配して拡散すると考えられ、その場合の分配は脂質への分配ではなく空間へ
の分配であり、分配パラメータの値は透過経路の数や大きさなどその構造に関
係する。すなわち、EtOH 水溶液によって短周期ラメラ構造が大きく乱れること
は、水溶性化合物の水性域への分配性を変化させるだけでなく、水性域中の拡
散性をも変化させる可能性がある。第１編の結果で、EtOH 処理により拡散パラ
メータの変化は認められなかったが、これは、分配パラメータが複合的な要因
によって決定されるのと同様、拡散パラメータも複数の要因の影響を受けた結
果であると考えられる。ほとんどが疎水性領域で構成される長周期ラメラ構造
に及ぼす EtOH 水溶液の影響は小さかった本研究の結果から、脂溶性化合物の皮
膚透過性への影響は水溶性化合物に比べて小さいことが推察される。ブタ角層
の実験では、ラメラ構造に及ぼす EtOH の影響を詳細には解析できなかったもの
の、動物種を問わず角層の基本構造は同じであるため、EtOH 水溶液と角層構造
の変化はヘアレスマウス角層の場合と同様の挙動を示すと考えられる。これら
の推察は、我々が以前に報告したブタ皮膚を用いた in vitro 皮膚透過実験結果と
一致するものの 32)、EtOH 処理した皮膚の角層構造と化学物質の皮膚透過性との
関連については更なる調査が必要である。特に、長周期及び短周期ラメラ構造
の相対量とそれに及ぼす EtOH の影響を明らかにすることは重要な課題である。 
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第 5 節 小括 
 
本編までに、EtOH 水溶液による皮膚処理は、皮膚角層実質や毛嚢経路の構造
変化による水溶性化合物の皮膚透過性変化を生じさせ、その変化は EtOH 濃度や
化合物の分子量により異なることを述べた。すなわち、EtOH 水溶液が角層中の
水性経路の構造的変化をその適用濃度によって異なった形で引き起こす可能性
を示唆した。そこで本編では、EtOH 水溶液を共存させた条件で角層の X 線回折
実験を行った。その結果、角層構造に及ぼす EtOH 濃度の影響を放射光 X 線実
験によって分子レベルで初めて明らかにした。EtOH 水溶液は皮膚構造内で水を
取り込みうる構造部に影響を及ぼし、さらにその構造がどのように変化するか
を確認することができた。これらの構造、特に短周期ラメラ構造の変化は、EtOH
水溶液の皮膚前処理による水溶性化合物の皮膚透過性の変化と関連性があるの
ではないかと推察された。 
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結論 
 
EtOH は経皮吸収促進剤としての機能が期待され、古くから外用医薬品に配合
されてきた。製剤に配合する EtOH の有無で薬物の皮膚透過性を比較すると、
EtOH 配合製剤の方が高い透過性を得られることが多い。しかしながら、EtOH
は難溶性物質の溶解剤としての用途もあることから、EtOH を製剤に配合すると、
当然、薬物の熱力学的活量が変化する。すなわち、溶媒として共存する EtOH そ
のものの効果と EtOH により影響を受けた皮膚の変化に基づく効果の切り分け
が難しかった。そのため、EtOH により影響を受けた皮膚の変化に基づく効果と
その明確なメカニズムについては明らかにされていなかった。EtOH は薬物の経
皮吸収促進や難溶性物質の溶解性向上の作用以外にも、消毒性や収斂性の効果
といった多くの有用作用を持つことから、外用剤の開発において配合頻度の高
い成分となっている。皮膚に対する EtOH の作用メカニズムを明らかにすること
は、EtOH 含有製剤の利用価値を更に高めるための技術発展に繋がる。そこで本
研究では、EtOH を適用した皮膚における化学物質透過性変化と皮膚バリア構造
変化の関係についての詳細なメカニズムの解明を目的とした。 
 
第 1 編 種々濃度のエタノールで処理した皮膚の化学物質透過性の比較 
化学物質の皮膚透過性に及ぼす EtOH 濃度の影響を評価した。EtOH の前処理
適用により、基剤中での EtOH の可溶化効果や溶媒牽引効果などを除外して、皮
膚透過実験を行った。モデル化合物は、分子量と LogKo/w値を考慮して選択した。 
低濃度 EtOH の皮膚処理は水溶性化合物の皮膚透過性を上昇させるものの、高
濃度ではむしろそれを減少させることが明らかとなった。その変化は、分子量
が大きい化合物で顕著であり、水溶性化合物の皮膚への分配性の変化が要因と
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なっていることが示された。一方、脂溶性化合物の皮膚透過性に EtOH はほとん
ど影響しなかった。 
このように、EtOH 水溶液の皮膚前処理は水溶性化合物の皮膚透過性に大きく
影響し、その効果は EtOH 濃度によって異なることを明らかにした。これらのメ
カニズムに関しては、皮膚内で生じている複数の変化が複合して生じた、水溶
性化合物の皮膚への分配性の変化と考えられた。 
 
第 2 編 化学物質の皮膚透過性に及ぼすエタノール前処理と毛嚢プラッギング
処理の影響 
第 1 章 角層実質及び毛嚢を介した化学物質の皮膚透過性の評価 
水溶性化合物の皮膚透過における EtOH 前処理の影響について詳細な理解を
得るには、皮膚付属器官を介する透過経路の評価が求められる。そこで、皮膚
付属器官である毛嚢を介した化学物質の皮膚透過性の評価について検討した。 
毛嚢漏斗部を物質透過の妨げとなる材料で埋めることにより、化学物質の毛
嚢透過性を間接的に評価することが可能になった。すなわち、毛嚢プラッギン
グを施した場合の変化から、イオン形化合物や水溶性の高分子量化合物の皮膚
透過において、毛嚢経路の寄与が高いことがわかった。 
このように、毛嚢プラッギング法の開発により、水溶性化合物の皮膚透過に
は、毛嚢経路が重要な役割を果たすことを明らかにした。その要因には、それ
ら化合物の毛嚢部位への分配性の高さが考えられた。 
 
第 2 章 エタノール処理皮膚を用いた化学物質の毛嚢透過性評価 
経皮吸収促進剤としての役割を期待して使用される EtOH が、毛嚢経路を介す
る化学物質の皮膚透過性に与える影響を評価した。 
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EtOH は角層実質及び毛嚢のそれぞれの水性経路に影響し、水溶性化合物の皮
膚透過性を変化させることがわかった。同じ水溶性の分類となる化合物間でも、
主とする透過経路が異なっていた。また、EtOH 水溶液の処理は、角層実質より
も毛嚢経路を主に透過する水溶性化合物の皮膚透過性により大きく影響した。 
このように、水溶性化合物の透過経路は複数存在し、その透過の寄与は透過
物質の物理化学的性質に依存することを明らかにした。特に、水溶性の高分子
量化合物の透過が種々濃度の EtOH 処理によって多様に変化する事実から、毛嚢
は単なる孔ではなく、より複雑なものとして捉える必要性を示唆していた。 
 
第 3 編 皮膚電気伝導性に及ぼすエタノール前処理の影響 
EtOH 処理をした皮膚を用いた水溶性化合物の透過性は、皮膚の水性経路への
移行性との関連が示唆された。そこで、低分子イオンの透過性を示す皮膚電気
伝導性を測定し、皮膚中の水性経路に及ぼす EtOH の影響について評価した。 
いずれの EtOH 濃度の皮膚前処理を施しても、低分子イオンの皮膚透過性は確
保されている一方、水溶性の高分子量化合物においては、高濃度 EtOH の処理時
に毛嚢部と角層実質の皮膚透過性が著しく低下した。一方、水溶性の低分子量
化合物に関しては、皮膚透過係数と皮膚電気伝導性は良く似た傾向を示した。 
このように、皮膚電気伝導性は角層実質の水性経路の状態を反映していると
考えられた。高濃度 EtOH は皮膚中の水性経路を狭めることが示唆されたものの、
全体の現象をより良く理解するためには、角層の構造が各濃度の EtOH 処理によ
ってどのように変化するのか、分子レベルで解明する必要があると思われた。 
 
第 4 編 角層の秩序構造に及ぼすエタノールの影響 
EtOH による皮膚処理は、水溶性化合物の皮膚透過性を変化させることを明ら
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かにした。そしてその根本的な要因として、EtOH 水溶液による角層中の水溶性
物質の透過経路の構造的な変化が重要であることが示唆された。そこで、角層
構造に及ぼす EtOH 濃度の影響を分子レベルで明らかにすることを試みた。 
放射光 X 線回折実験により、EtOH 水溶液は細胞間脂質の短周期ラメラ構造や
ソフトケラチンのフィブリル構造に影響を及ぼすことがわかった。短周期ラメ
ラ構造の変化は中間濃度の EtOH 水溶液の処理で極大を示したものの、フィブリ
ル構造の変化は EtOH 濃度に比例的であった。一方、長周期ラメラ構造や炭化水
素鎖の充填構造には EtOH の影響がほとんどみられなかった。 
このように、EtOH 水溶液は皮膚構造内で水を取り込みうる構造部分に影響を
及ぼすことがわかった。また、それら水性経路の構造的変化の挙動についても
初めて明らかとなった。 
 
以上より、EtOH 水溶液による皮膚前処理は、水溶性化合物の皮膚分配性を複
合的な要因によって変化させ、その皮膚透過性を変化させると考えられた。水
溶性化合物の皮膚透過性は低濃度 EtOH の水溶液の前処理では促進され、高濃度
のそれではむしろ低下した。これらの変化は、EtOH 水溶液が皮膚構造中の水を
取り込みうる構造部に影響を及ぼしたことに起因すると推定された。すなわち、
EtOH 水溶液の皮膚処理による水溶性化合物の皮膚透過性の変化は、皮膚中の水
性経路の構造変化によって生じた、水溶性化合物の皮膚への分配性の変化に強
く寄与することが示唆された。特に、透過促進剤としても用いられる EtOH を高
濃度で皮膚適用した場合に、水溶性化合物の皮膚透過性をむしろ低下させたこ
とは非常に興味深い。この影響は高分子量の化合物でより大きい傾向であった。
このことから、皮膚中の水性経路は複数存在し、その大きさや太さは経路によ
って異なり、高濃度 EtOH の皮膚適用は水溶性化合物の皮膚透過経路を狭めると
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考えられた。さらに、細胞間脂質の構造を秩序化させて更には角層細胞のケラ
チンタンパク質の変成を引き起こす作用もあり、比較的分子量が大きい水溶性
化合物が分配しにくい皮膚性質に変化させると推察される。一方、低濃度から
中間濃度の EtOH の皮膚適用は、短周期ラメラ構造を乱し、更には角層細胞中の
ケラチンタンパク質を構成するプロトフィブリルのパッキングを適度に緩ませ
ることによっても、水溶性化合物の皮膚取り込み量が増加し、その皮膚透過性
を促進させると考察した。しかし、これら透過性変化の主となる要因には、特
に、低濃度の EtOH と 100%の EtOH で逆の効果を示し、EtOH 濃度に依存する効
果が一致する短周期ラメラ構造の寄与が大きいのではないかと推察される。 
本研究の実験は、EtOH の皮膚への作用を明確にするため、極端な条件（無限
系）で皮膚を EtOH 処理した。EtOH 含有製剤をパッチなどの閉塞状態にて適用
する条件に近いかもしれないが、現実的な適用条件に近い実験も望まれるとこ
ろである。有限系での検討においても、無限系での結果を把握しておくことは
重要な課題であったと考えている。 
本研究の結果、化学物質の皮膚透過性に及ぼす EtOH 前処理の影響について、
詳細な作用とそのメカニズムが明らかとなった。特に、皮膚バリア構造に対し
て分子レベルで着目して評価した研究はこれまでになかった。EtOH は経皮吸収
促進剤として経験的に外用剤に使用されてきたが、皮膚への作用の詳細が明ら
かになったことで、薬物の物理化学的性質に応じた外用剤の開発に応用できる
と考えられる。EtOH は水溶性化合物の毛嚢透過性を大きく変化させることから、
DDS、特に、毛嚢デリバリー分野での活用が望ましいかもしれない。例えば、
毛嚢周辺での薬効の発現を調節し、痤瘡や毛包炎、脱毛症などの治療に応用す
ることが考えられる。また、毛孔周辺のトラブル対策や、脱毛、デオドラント
といった化粧品分野でも活かせるだろう。このように、本研究で得られた EtOH
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を適用した皮膚における化学物質透過性変化と皮膚バリア構造変化の関係につ
いての知見は、EtOH 含有製剤の更なる技術発展に関して有益な情報となる。 
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